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Das Adressieren von Protein–Protein Interaktionen (PPIs), die über ausgedehnte und gering-profilierte 
Oberflächen wechselwirken, ist ein anspruchsvolles Problem der aktuellen Medizinalforschung. 
Insbesondere kleine GTPasen der Ras–Superfamilie kontrollieren über PPIs zahlreiche essentielle 
zelluläre Funktionen und sind als molekulare Schalter attraktive Zielproteine für die 
Wirkstoffentwicklung. Rab–Proteine, die größte Familie kleiner GTPasen, sind Schlüsselregulatoren 
des zellulären Vesikeltransports, und ihre Fehlregulation wird in den letzten Jahren vermehrt mit 
diversen menschlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 
Synthese von Peptid-basierten Rab–Inhibitoren untersucht. Darüber hinaus wurden die entwickelten 
Methoden zur Adressierung anderer komplexer PPIs angewendet. 
Es wurden -helikale Bindemotive auf Grundlage struktureller Daten von Rab–Protein-Komplexen 
ausgewählt und mittels chemischer Modifikationen stabilisiert. Mit Hilfe von -methylierten 
Kohlenwasserstoffverbrückungen (hydrocarbon peptide stapling) konnten erstmals stabilisierte -
Helices zur Bindung an Rab–GTPasen identifiziert werden. Der höchstaffine Binder ist in der Lage 
eine Rab–Effektor-Wechselwirkung in vitro zu inhibieren und konnte durch Sequenzoptimierung 
sowie Variation der Verbrückung in seiner biologischen Verfügbarkeit verbessert werden. Das 
optimierte Peptid zeigt größere Affinität gegenüber Rab8a als das Ausgangspeptid, ist besser 
zellgängig und verfügt über eine herausragende Stabilität gegenüber proteolytischem Verdau. 
Weiterhin wurde in dieser Arbeit die Alkin-Ringschlussmetathese (RCAM) für die Synthese von 
makrozyklischen Peptiden an fester Phase etabliert. Die Alkinverbrückung lässt sich in 
unterschiedlichen Architekturen in die Kohlenwasserstoffverbrückung von Peptiden einbauen und 
anschließend gezielt funktionalisieren. Der Einbau eines Alkin-Makrozyklus in das 14-3-3 Bindemotiv 
von Exoenzym S lieferte reversible Binder mit submikromolarer Affinität. Eine Analyse der 
Kristallstruktur des affinsten Binders im Komplex mit 14-3-3 zeigt, dass das Alkin-makrozyklisierte 
Peptid das Zielprotein unter Ausbildung einer irregulären Sekundärstruktur bindet. Zudem ermöglicht 
die Alkin-Makrozyklisierung die Synthese bizyklischer Peptide mittels orthogonaler RCAM/RCM 
(Olefin-Ringschlussmetathese) mit unterschiedlichen Verbrückungsgeometrien. Auf diese Weise 
konnte ein monozyklischer Binder von Rab8a zu einem bizyklischen Peptid mit erhöhter 
Bindungsaffinität weiterentwickelt werden. 
Des Weiteren wurden in Rahmen dieser Arbeit die ersten Peptid-basierten Inhibitoren von UNC119 
entwickelt. Das Lipid-bindende Protein UNC119 kontrolliert die zelluläre Lokalisation  
N-myristoylierter Proteine und transportiert sie zwischen den Membranen. Mittels -methylierter, 
Kohlenwasserstoffverbrückung konnte ein nanomolarer UNC119a Binder identifiziert werden, der im 




Targeting of protein–protein interactions (PPIs) that engage in extensive and flat surface interactions is 
a highly demanding task in contemporary medicinal chemistry research. Especially, Ras–superfamily 
small GTPases represent attractive target proteins in drug discovery since they control a multitude of 
essential cellular functions via challenging PPIs. Rab–proteins, the biggest family of small GTPases, 
are key regulators of intracellular vesicle transport and are associated with a variety of different human 
diseases. In this thesis, peptide derived inhibitors of Rab–GTPases were identified. Furthermore, other 
complex PPIs were targeted using the developed methods. 
-Helical binding motives based on crystal structures of Rab–protein complexes were identified and 
constrained using chemical modifications. Stabilized -helices obtained by hydrocarbon peptide 
stapling were developed as the first modulators of an activated Rab–GTPase. The best binder was able 
to inhibit a Rab–effector interaction in vitro and was further evolved by subsequent sequence 
optimization and variations of crosslink architecture. The final peptide shows enhanced bioavailability 
as compared to the starting peptide sequence and exhibits improved target affinity to Rab8a, increased 
cellular uptake and outstanding proteolytic stability.  
Furthermore, ring-closing alkyne metathesis (RCAM) for the synthesis of macrocyclic peptides on 
solid phase was established within this thesis. The alkyne crosslink can be closed in different 
architectures and subsequently functionalized. Introduction of an alkyne macrocycle into the 14-3-3 
binding motif of exoenzyme S results in reversible binders with submicromolar affinity. Crystallization 
of the most effective binder in complex with 14-3-3 reveals adaption of an irregular secondary 
structure which is not hampered by the alkyne crosslink. In addition, alkyne macrocyclization enables 
the synthesis of bicyclic peptides via orthogonal RCAM and ring-closing olefin metathesis (RCM) 
using different crosslink geometries. Using this strategy, a monocyclic peptide-based binder of Rab8a 
was successfully evolved into a bicyclic peptide with increased target affinity.  
Additionally, the first peptide-based inhibitors of UNC119 were identified in the present thesis. The 
acyl-binding protein UNC119 controls the cellular localization of N-myristoylated proteins and 
modulates their intermembrane transport. Using the hydrocarbon peptide stapling approach nanomolar 







Durch die Entwicklung zahlreicher neuer Synthesestrategien und Anwendungsmöglichkeiten nehmen 
Peptide in den letzten Jahren einen immer wichtigeren Platz innerhalb der Medizinalforschung ein. Während 
sie vor einigen Jahren aufgrund ihrer geringen Stabilität, schnellen Ausscheidung und schlechten zellulären 
Aufnahme nur eine untergeordnete Rolle in der Wirkstoffentwicklung spielten, so sind Peptide mittlerweile 
ein wichtiger Bestandteil im Portfolio der pharmazeutischen Forschung und Entwicklung. Peptide 
überzeugen vor allem durch eine ausgezeichnete Selektivität, hohe Aktivität und eine niedrige Toxizität 
sowie einen vorhersehbaren Metabolismus.
1–3
 Dies führte in den letzten Jahren zu zahlreichen 
Neuzulassungen und mehr als 140 Peptid-basierten Wirkstoffen in klinischen Studien.
2,4
 Eine entscheidende 
Rolle für den Aufschwung von Peptiden in der Medizinalforschung spielten die Fortschritte in der 
Peptidsynthese sowie die Entwicklung von chemischen Modifikationen, die zur Verbesserung der 
biologischen Verfügbarkeit und Aktivität von Peptiden beitragen. Dabei ermöglicht die einfache und 
modulare Synthese von Peptiden den schnellen Zugang zu umfangreichen Bibliotheken mit großer 
struktureller Vielfalt, da neben den 20 proteinogenen Aminosäuren mittlerweile eine große Anzahl 
unterschiedlichster Bausteine für die Peptidsynthese zugänglich sind. In der Natur sind Peptide vor allem 
hoch selektive und effektive Binder von Rezeptoren oder Ionenkanälen und lösen als Hormone oder 
Neurotransmitter intrazelluläre Ereignisse aus. Aufgrund ihres flexiblen Rückgrats sind Peptide sehr 
anpassungsfähig und können auch großflächige Bindestellen abdecken. Nach dem „Schlüssel-Schloss-
Prinzip“ bzw. dessen Weiterentwicklung dem induced-fit, bei dem beide Bindepartner konformationelle 
Änderungen während der Bindung eingehen, ist die biologisch aktive Konformation besonders entscheidend 
für eine hoch affine Bindung (Abbildung 1a).
5–8
 Die Vororganisation der Struktur durch Einschränkung des 
konformationellen Freiraums ist dabei in vielerlei Hinsicht von Vorteil. Durch Stabilisation der biologisch 
aktiven Konformation (match) wird die Affinität zum Zielprotein erhöht, indem die aufzuwendende 
entropische Energie während der Bindung reduziert wird (Abbildung 1b). Darüber hinaus bedingt eine 
stabile Konformation eine höhere Stabilität gegenüber Proteasen und in manchen Fällen sogar die zelluläre 
Aufnahme von Peptiden.
8–10
 Die Stabilisation einer nicht-bindenden Konformation (mismatch) führt 
hingegen zum einem Verlust von Bindungsaffinität. 
 
Abbildung 1. Bioaktive Konformation und Vororganisation von Peptidstrukturen. (a) flexibles Peptid in Lösung; (b) 





Aufgrund des wiedererstarkten Interesses an Peptiden existieren für viele der offensichtlichen und einfach 
zugänglichen Rezeptoren und Zielproteine bereits optimierte, Peptid-basierte Binder in fortgeschrittenen 
vorklinischen oder klinischen Studien.
2
 Daher ist die aktuelle Herausforderung der Peptid-basierten 
Wirkstoffforschung die Entwicklung neuer Strategien und Methoden, die über das traditionelle 
Einsatzspektrum von Peptiden hinausgehen. Dazu zählen multifunktionale und zellgängige Peptide oder 
auch Peptid-Medikament-Konjugate.
2
 Darüber hinaus werden Peptide vermehrt zur Adressierung von 
großflächigen und gering-profilierten Protein–Protein Interaktionen (PPIs) eingesetzt.3,11–15 Insbesondere 
durch das Nachahmen von Sekundärstrukturelementen konnten zahlreiche Peptid-basierte Modulatoren für 




PPIs stehen zunehmend im Fokus der Lebenswissenschaften und sind nur bedingt mit niedermolekularen 
Verbindungen zu modulieren, da sie kaum adressierbare Bindetaschen aufweisen.
20
 Insbesondere die 
Proteine der Ras (rat sarcoma)–Superfamilie kleiner GTPasen zählen zu den interessanten Onkoproteinen, 
die sich seit langem dem Zugriff traditioneller medizinalchemischer Methoden entziehen.
21,22
 Die 
Fehlregulation von kleinen GTPasen der Ras–Superfamilie steht im Zusammenhang mit zahlreichen 
menschlichen Erkrankungen, insbesondere Kerbs.
23
 Kleine GTPasen verfügen über keine adressierbare 
enzymatische Aktivität und ihre Regulation und Funktion wird über schwer zu modulierende PPIs vermittelt. 
Trotz mehr als 30 Jahren intensiver Bemühungen konnten bisher jedoch keine geeigneten direkten 










2 Protein–Protein Interaktionen und ihre Modulation 
2.1 Strukturelle Merkmale von Protein–Protein Interaktionen 
Die Kommunikation zwischen Proteinen ist die Grundlage nahezu aller biologischen Prozesse. Mit Hilfe von 
diesen sog. Protein–Protein Interaktionen (PPIs) werden zahlreiche essentielle zelluläre Funktionen 
kontrolliert. Große Multiproteinkomplexe regulieren über PPIs unter anderem das Zellwachstum, DNA 
Replikation, Transkription und Translation sowie die transmembrane Signalweiterleitung.
26
. Eine PPI ist als 
eine nicht-kovalente Wechselwirkung zwischen zwei oder mehreren Proteinen definiert, durch die die 
Funktion des Protein-Komplexes beeinflusst wird.
26
 PPIs können dabei grundsätzlich anhand ihrer 
Wechselwirkung eingeteilt werden (Abbildung 2). Die an der Wechselwirkung beteiligeten Partner können 
entweder eine vororganisierte definierte Struktur besitzen (Domäne) oder das bindende Stukturmotiv bildet 
sich erst während der Bindung aus und die Peptidsequenz liegt zuvor ungeordnet vor. Somit ergeben sich 
drei mögliche Szenarien bei denen sich die PPI entweder zwischen zwei Domänen, einer Domäne und einer 
ungeordneten Peptidsequenz oder zwei ungeordneten Peptidsequenzen ausbilden kann. 
Zusammengenommen bilden alle PPIs eines Organismus ein großes und äußerst komplexes Netzwerk, das 
als „Interaktom“ bezeichnet wird und das in die Regulation und Ausführung der Mehrheit aller biologischen 
Prozesse involviert ist. Schätzungen des menschlichen Interaktoms varieren zwischen 130 000 – 650 000 
PPIs,
27,28
 von denen bisher jedoch nur weit weniger als 10% tatsächlich identifiziert wurden.
28
 Anormale und 
fehlerhafte PPIs werden in letzter Zeit verstärkt mit menschlichen Krankheiten in Verbindung gebracht.
29
 
Diese Fehlregulation geht dabei hauptsächlich auf den Verlust einer essentiellen Wechselwirkung oder die 
Bildung und/oder Stabilisierung eines Protein-Komplexes zu einem unpassenden Zeitpunkt oder an falscher 
Stelle zurück. Folgerichtig stellt die Modulation von PPIs (Inhibition oder Stabilisierung) einen attraktiven 
Ansatzpunkt in der Wirkstoffentwicklung dar.  
 
Abbildung 2. Protein–Protein Interaktionen können durch Domänen oder Peptide vermittelt werden.  




PPIs werden vorwiegend über großflächige und nur gering-profilierte Proteinoberflächen vermittelt, die 
üblicherweise eine Fläche von 1 500 – 3 000 Å2 aufweisen.3,26 Im Gegensatz dazu binden die traditionellen 
niedermolekularen Wirkstoffe zumeist in wohldefinierte, hydrophobe Bindetaschen und besitzen im 
Regelfall eine Oberfläche von 300 – 500 Å2.30 Dies ist meistens unzureichend um eine großflächige PPI 
zwischen zwei natürlichen Bindungspartnern effektiv zu modulieren.
31
 Aufgrund dessen wurden PPIs lange 
Zeit als pharmakologisch unzugänglich (undruggable) angesehen und insbesondere Wechselwirkungen bei 
denen beide Interaktionspartner zunächst ungeordnet vorliegen sind äußerst anspruchsvoll zu adressieren.
32
 
Als entscheidender Schritt zur Modulation von PPIs zählt die Erkenntnis, dass die flachen 
Proteinoberflächen der Wechselwirkungsgrenzflächen sogenannte hot-spots aufweisen können, die obwohl 
sie flächenmäßig lediglich einen kleinen Teil der Gesamtwechselwirkung ausmachen (bis zu 600 Å
2
), 
dennoch einen entscheidenden Anteil der Gibbs-Energie liefern.
33
 Durch die Identifikation von hot-spots und 
einem generell erweiterten Verständnis von PPIs aufgrund einer verbesserten biophysikalischen- und 
strukturellen Charakterisierung konnten einige vielversprechende PPI Inhibitoren entwickelt werden. Dabei 
wurden zum einen Binder entdeckt, die durch direkte Bindung der Interaktionsfläche die Wechselwirkung 
inhibieren. Zum anderen konnten allosterische Inhibitoren identifiziert werden, die durch Bindung an anderer 
Stelle eine konformationelle Änderung des Proteins bewirken und auf diese Weise die Interaktion 
verhindern.
14,26,34
 Vor allem struktur- und computergestützte Analysen und Fragment basierte Screenings 
lieferten einen großen Beitrag zur Entwicklung effizienter PPI–Inhibitoren.35–37 In den letzten zehn Jahren ist 
es auf diese Weise gelungen mehr als 40 verschiedene PPIs mit Hilfe synthetischer Moleküle zu 
adressieren.
38
 Einige dieser Inhibitoren befinden sich bereits in der klinischen Testphase. Dennoch decken 
diese Moleküle nur einen geringen Teil der identifizierten PPIs ab, sodass ein großer Bedarf an alternativen 





2.2 Peptid-basierte Ansätze zur Modulation von Protein–
Protein Interaktionen 
Peptid-basierte Ansätze zur Adressierung von PPIs beruhen vor allem auf der Nachahmung der an der 
Interaktion von Proteinen beteiligten Bindungsepitope. Zudem besitzen Peptide einige vorteilhafte 
Eigenschaften. Ihre Flexibilität ermöglicht eine sehr gute Anpassung an große Oberflächen und ihr einfacher, 
modularer Aufbau vergrößert ihre strukturelle Vielfalt durch den Einbau zahlreicher Aminosäuren und 
unnatürlicher Bausteine. Zudem besitzen Peptid-basierte Wirkstoffe zumeist eine hohe Wirksamkeit sowie 
ausgezeichnete Selektivitäten. Darüber hinaus sind Peptide und ihre Abbauprodukte biokompatibel und nicht 
giftig.
3
 Insbesondere durch die Nachahmung wichtiger Sekundärstrukturmotive konnten Peptide zunehmend 
erfolgreich zur Modulation von PPIs eingesetzt werden (Abbildung 3).
11,14,17,19,39,40
 Dabei ist jedoch die 
einfache Isolierung der Peptidsequenz des interagierenden Strukturelements nicht ausreichend, da kurze 




Peptidsequenzen in freier Lösung ihre Ordnung verlieren und flexible und ungeordnete Konformationen 
einnehmen.
41,42
 Die entscheidende Tiebkraft ist dabei die Minimierung der exponierten hydrophoben 
Oberfläche. Das Einnehmen der zur Bindung notwendigen biologisch aktiven Konformation ist mit großen 
entropischen Verlusten verbunden, welche sich in einer stark reduzierten Affinität widerspiegeln. Zudem 
zeigen solche flexiblen Peptide eine geringe Stabilität gegenüber proteolytischen Enzymen sowie geringe 
Zellgängigkeit.
1
 Um diesen negativen Eigenschaften entgegenzuwirken, wurden in den letzten Jahren 
zahlreiche Methoden entwickelt, die biologisch aktive Konformation von Peptiden durch gezielte chemische 
Modifikationen zu stabilisieren. 
 
Abbildung 3. Stabilisierung von Bindemotiven zur Inhibition von PPIs. (1) Der Hauptteil der Bindungsenergie von 
PPIs wird durch diskrete Bindemotive vermittelt. (2) Ohne stabilisierende Tertiärstruktur verlieren die isolierten 
Peptidsequenzen ihre Ordnung und können nur mit verminderter Affinität an das Zielprotein binden. (3) Durch 
chemische Modifikationen werden die ungeordneten Peptidsequenzen in ihrer biologisch aktiven Konformation 
stabilisiert. (4) Damit ermöglicht die chemische Modifikation die Bindung der Peptidsequenz an das Zielprotein und die 
Inhibition der PPI.  
 
Solche durch chemische Modifikation entstandene Peptidmimetika lassen sich basierend auf ihrer 
Ähnlichkeit mit dem nicht-modifizierten Ursprungspeptid in vier Klassen (A-D) einteilen.
11
 Klasse-A-
Peptidmimetika bestehen hauptsächlich aus -Aminosäuren und enthalten nur eine geringe Anzahl an 
modifizierten Aminosäuren. Das Rückgrat und die Seitenketten entsprechen überwiegend denen des 
Ursprungspeptids. Zu den Peptidmimetika der Klasse B zählen Foldamere, bei denen insbesondere das 
Peptidrückgrat durch den Einbau von -Aminosäuren oder den Einsatz von Peptoiden (peptoids) zusätzlich 
verändert wurde. Bei den Peptidmimetika der Klassen C und D ist das Peptidrückgrat hingegen vollständig 
ersetzt. Während Klasse-C-Mimetika ihre Seitenketten jedoch analog zur bioaktiven Konformation des 
Peptidvorläufers orientieren, ist der strukturelle Bezug zum Ursprungspeptid für Mimetika der Klasse D 
nicht mehr gegeben. Sie imitieren lediglich die biologische Wirkweise des bioaktiven Ursprungspeptids.  
 




2.2.1 Makrozyklische Peptide 
Auf der Suche nach Inhibitoren, die eine große Wechselwirkungsfläche abdecken können, erzielen 
Makrozyklen zunehmend Erfolge bei der Inhibition von PPIs. Insbesondere zyklische Peptide und 
Peptidmimetika repräsentieren eine äußerst vielversprechende Substanzklasse, die bisher in der 
Medikamentenentwicklung wenig Beachtung findet.
43–46
 Makrozyklische, peptidbasierte Naturstoffe wie z.B. 
Vancomycin oder Cyclosporin A überzeugen durch ihre einzigartigen Wirkmechanismen und sind auf dem 
Markt erfolgreiche und etablierte Medikamente. Darüber hinaus werden zahlreiche Makrozyklen durch die 
Zyklisierung linearer Peptidsequenzen generiert. Die Makrozyklisierung von linearen Peptiden schränkt 
ihren konformationellen Freiraum ein und führt so zu erhöhter proteolytischer Stabilität, reduzierter Polarität, 
erhöhter Affinität und Selektivität und verbessert insgesamt die Medikament-ähnlichen Eigenschaften.
1,45–50
 
Allerdings stellt die Makrozyklisierung von Peptiden in vielen Fällen eine synthetische Herausforderung 
dar.
45,51
 Insbesondere die 3D Konformation von Peptiden stellt einen zentralen Bestimmungsfaktor der 
biologischen Aktivität und biologischen Verfügbarkeit von Peptiden dar.
8
 Nur ein Peptid, das in seiner 
optimalen 3D Struktur stabilisiert ist (match), ist in der Lage sein komplettes Potenzial auszuschöpfen 
(Abbildung 1).  
Die Zyklisierung von Peptiden kann grundsätzlich in vier unterschiedlichen Geometrien erfolgen 
(Abbildung 4): (1) Kopf-zu-Schwanz (C-Terminus zu N-Terminus), (2) Kopf-zu-Seitenkette, (3) Seitenkette-
zu-Schwanz, (4) Seitenkette-zu-Seitenkette. Dabei steht für die Ringschlussreaktion eine Fülle an 





 oder einer Disulfidbrücke
54
 zu Stande kommen. Mittlerweile finden aber 




 Anwendung bei 
der Synthese von makrozyklischen Peptiden. Auch die Pd-katalysierte C-H Aktivierung von Trp zur 
Kupplung mit Iod-Aryl Aminosäuren kann als Ringschlussreaktion eingesetzt werden.
57
 Besonders die 
Olefin-Ringschlussmetathese (ring-closing olefin metathesis, RCM) rückt bei der Synthese von 
Peptidmakrozyklen immer mehr in den Vordergrund.
58
 RCM wird vor allem bei der Synthese von -
helikalen makrozyklischen Peptiden eingesetzt.
16,59
 Auch die analoge Alkin-Ringschlussmetathese (ring-
closing alkyne metathesis, RCAM)
60









Abbildung 4. Schematische Darstellung der vier unterschiedlichen Zyklisierungsgeometrien von Peptidsequenzen in 




Neben den monozyklischen Peptiden rücken seit einiger Zeit auch polyzyklische Peptide mit zwei oder mehr 
Peptidringen in den Fokus der Forschung.
64
 Diese polyzyklischen Peptide basieren zumeist auf in der Natur 
vorkommenden Gerüststrukturen. Diese Gerüststrukturen wie der sunflower trypsin inhibitor 1 (SFTI-1)
65
 
oder das Cyclotide kalataB1
66,67
 haben zumeist ein Kopf-zu-Schwanz zyklisiertes Peptidrückgrat, welches 
zusätzlich durch Seitenkette zu Seitenkette verbrückte Disulfide stabilisiert wird. Polyzyklische 
Gerüststrukturen verfügen über ausgezeichnete biologische Aktivität, da sie zum einen sehr rigide und zum 
anderen äußerst resistent gegenüber proteolytischem Verdau sind. Polyzyklische Peptide, wie z.B. 
Cyclotides, 
68
 finden Anwendung beim sog. epitope grafting, bei dem eine kurze biologisch aktive 
Peptidsequenz in die stabile Gerüststruktur eingebaut wird (Abbildung 5a).
69–71
 Darüber hinaus können 
polyzyklische Peptide auch de novo mit Hilfe von Phage-Display generiert werden.
72
 Dabei wird eine lineare 
Peptidsequenz, die drei Cysteinreste enthält, mit Hilfe von Tris-(brommethyl)benzol (TBMB) auf einer 
Phage zyklisiert und auf Bindung zum Zielprotein getestet (Abbildung 5b). Auf diese Weise konnten 











Abbildung 5. Epitope grafting und bizyklische de novo Peptide. (a) Schematische Darstellung der Epitop grafting 
Strategie. Das Bindeepitop (rot) wird in die biologisch aktive Gerüststruktur (dunkelgrau) eingebaut (links). 
Kristallstruktur eines durch epitope grafting entstandenen PPI Inhibitors. Das eingebaute Epitop (rot) und die drei 
Disulfidbrücken (gelb) sind farblich gekennzeichnet (rechts). PDB: 1MCV (b) Schematische Darstellung des de novo 
Phage-Display Ansatzes. Die cysteinhaltige lineare Peptidsequenz wird mittels Tris-(brommethyl)benzol zyklisiert und 
auf Bindung zum Zielprotein untersucht (links). Kristallstruktur eines mittels Phage-Display identifizierten bizyklischen 
Inhibitors. Das verbindende Tris-(brommethyl)benzol (rot) ist farblich hervorgehoben (rechts). PDB: 3QN7. 
 
2.2.2 Stabilisierte -Helices 
Der Einsatz stabilisierter Sekundärstrukturelemente ist ein wichtiger Ansatz zur Modulation von PPIs und 
führte zur Identifikation einiger vielversprechender Peptidmimetika.
11,14,15
 Obwohl auf der Grundlage 
stabilisierter Kehrenmotive
74,75
 und -Faltblättern76,77 einige vielversprechende PPI–Inhibitoren entwickelt 
wurden, befasst sich die Mehrzahl der durchgeführten Studien mit der Stabilisation von -Helices.17,39 
Helices machen über 30% der Sekundärstruktur von Proteinen aus
17
 und in über 60% der strukturell 
charakterisierten PPIs ist eine Helix an der Wechselwirkung beteiligt.
78
 Daher stellt die Ausbildung und 
Stabilisierung -helikaler Strukturen einen wichtigen Forschungszweig dar.79 Der Einbau -Helix 
induzierender Bausteine,
80
 -methylierter Aminosäuren81,82 oder auch die Koordination an Metallionen83,84 
wurde schon seit langem für die Synthese -helikaler Peptidmimetika der Klasse A verwendet. Neuere 
Methoden, wie der Einbau von -Aminosäuren zur Synthese von /-Peptiden85 oder der Einsatz von 
Peptoids
86,87
 (Klasse-B-Peptidmimetika), ermöglichen die Abbildung -helikaler Bindungscharakteristika 
unter Veränderung des Peptidrückgrats. Eine weitere Entfremdung vom Ursprungspeptid stellen die 
Helixoberflächenmimetika wie Terphenyle
88
 (Klasse-C-Peptidmimetika) dar. Sie orientieren ihre 
funktionellen Gruppen entlang einer gedachten Helixseitenfläche und weisen ansonsten kaum Ähnlichkeiten 
mit den zugrundeliegenden Peptiden auf. Die bisher am häufigsten angewendeten Methoden zur 




Stabilisierung -helikaler Sekundärstrukturmotive sind jedoch die Verwendung von N-terminalen Kappen 
oder die kovalente Seitenkette-zu-Seitenkette Verbrückung. Der bisher am weitesten fortgeschrittene Ansatz 
mit ersten Verbindungen in klinischen Studien ist die Verwendung -methylierter 
Kohlenwasserstoffverbrückungen
16
 (hydrocarbon stapled peptides), die als Spezialfall der kovalenten 
Seitenkettenverbrückungen zählen. Da diese Technik einen essentiellen Bestandteil dieser Arbeit darstellt, 
wird sie in Abschnitt 2.2.3 im Detail diskutiert. 
Eine strukturelle Analyse der -helikal vermittelten PPIs zeigte, dass sich die für die Bindung essentiellen 
hot-spots entweder auf einer Seitenfläche der Helix (ca. 60%), auf zwei Seitenflächen (ca. 30%) oder in sehr 
seltenen Fällen auf allen drei Seitenflächen der Helix (10%) befinden können.
78
 Daraus ergeben sich je nach 
Beschaffenheit der PPI unterschiedliche Möglichkeiten für den Einsatz von Helixmimetika (Abbildung 6). 
So sind Terphenyle lediglich in der Lage eine Helixseitenfläche nachzubilden. Seitenkettenverbrückte 
Helixmimetika können hingegen zwei Helixseitenflächen adressieren und in Ausnahmefällen noch 
zusätzliche Interaktionen mit ihrer Verbrückung eingehen. N-Terminal verkappte Peptide und -Peptid-
Foldamere sind am besten in der Lage -Helices ohne großen sterischen Anspruch abzubilden. Damit 




Abbildung 6. -Helix Seitenflächen.78 (a) Proteinkomplex mit hot-spots auf einer Seitenfläche der -Helix und 
Therphenyle als potentielles Helixmimetikum zur Adressierung der entsprechenden Funktionalitäten. PDB: 1XL3  
(b) Proteinkomplex mit Kontakten auf zwei Seitenflächen der -Helix und Seitenketten verbrückte Peptide als 
potentielle Helixmimetika zur Adressierung der entsprechenden Funktionalitäten. PDB: 1XIU (c) Proteinkomplex mit 
Kontakten auf allen drei Seitenflächen der -Helix sowie -Peptide und HBS als potentielle Helixmimetika zur 
Adressierung der entsprechenden Funktionalitäten. PDB: 1OR7. Die interagierenden Aminosäureseitenketten sind 
explizit dargestellt und nummeriert. 




Der Einsatz von N-terminalen Kappen dient dazu eine -helikale Geometrie am N-Terminus zu induzieren, 
die sich dann selbständig in Richtung des C-Terminus ausbreitet und die Helix stabilisiert.
90
 Die am 
erfolgreichsten angewendete Strategie beim Einsatz N-terminaler Kappen ersetzt die erste 
Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Carbonyl der N-terminalen Aminosäure (i) und dem Amid der 
i+4ten Aminosäure durch eine kovalente Verknüpfung. Während in ersten Studien die kovalente 
Verknüpfung durch ein Hydrazon erreicht wurde,
91
 verwenden fortgeschrittenere Beispiele eine vollständig 
hydrophobe Kohlenwasserstoffverbrückung, die durch RCM zwischen zwei Olefinen geschlossen wird.
92,93
 




Die kovalente Seitenkette-zu-Seitenkette Verknüpfung von Peptidsequenzen ist die am weitesten verbreitete 
Methode zur Stabilisierung helikaler Sekundärstrukturmotive. Es existiert eine Vielzahl diverser 
Verknüpfungsstrategien, die sich unterschiedliche chemische Funktionalitäten zu Nutze machen (Abbildung 
7).
96
 Aufgrund der Fülle an unterschiedlichen Strategien stellen die hier vorgestellten Methoden keine 
allumfassende Zusammenstellung dar. Im Folgenden wird lediglich eine Auswahl unterschiedlicher 
Methoden vorgestellt. Die für eine -Helix charakteristischen Eigenschaften sind die sich wiederholenden 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Aminosäuren i und i+4 sowie die 3.6 Aminosäureseitenketten 
pro Windung. Daher befinden sich die Aminosäuren im Abstand i+3, i+4 und i+7 auf derselben Seitenfläche 
einer Helix und die kovalente Verknüpfung ihrer Seitenketten kann eine Stabilisierung der -helikalen 
Konformation bewirken. Erreicht wurde dies in frühen Studien durch Disulfide (2)
97
 oder Lactambrücken 
(3)
98
, die durch ihre geringe Stabilität gegenüber reduktiven Bedingungen bzw. proteolytischer Spaltung 
schnell an ihre Grenzen stoßen. Weitere Strategien verwenden Azid-Alkin-Click Reaktionen, die entweder 
Cu-katalysiert (4)
99,100
 oder durch Ringspannung (5) induziert werden.
101
 Darüber hinaus werden Diaryle 
(6)
102
 für bessere zelluläre Aufnahme oder photosensitive Azobenzol-Derivate (7)
103,104
 eingebaut, mit denen 
sich die Konformation des Peptids mit Hilfe von Licht beeinflussen lässt. Kürzlich erschienene Methoden 
nutzen die Thiol-en Reaktion um zwei Cysteine mittels eines stabilen Thioethers mit unterschiedlich 
funktionalisierten Dienen zu verknüpfen (8)
105
 oder Dichloraceton, um über das Keton einen weiter 
funktionalisierbaren orthogonalen Linker zu erhalten (9).
106
  
Die beschriebenen Methoden zur Stabilisierung -helikaler Peptidsequenzen decken ein diverses Spektrum 
unterschiedlicher chemischer Reaktionen und Funktionalitäten ab, sodass sich die Eigenschaften der 
resultierenden Peptidmimetika mitunter stark unterscheiden. Dabei ist das generelle Ziel, die Wirkstoff-
ähnlichen (drug-like) Eigenschaften von Peptiden durch Verbesserung ihrer Affinität, Erhöhung der 
Proteasestabilität und bessere Zellgängigkeit zu steigern. Die meisten Methoden überzeugen nur durch 
Fortschritte in einzelnen Bereichen, durch einfache Handhabung oder eine Hochdurchsatz-kompatible 
Synthesemethode. Ob jedoch einige dieser Techniken für einen generellen Ansatz zur Inhibition von PPIs in 
Frage kommen oder nur in einigen speziellen Fällen von Vorteil sind, bleibt abzuwarten. Vergleichende 




Studien, die die Eigenschaften verschiedener Stabilisierungsmethoden untereinander vergleichen, sind kaum 













2.2.3 Kohlenwasserstoffverbrückte Peptide zur Stabilisierung von 
-Helices 
Unter allen Strategien zur Stabilisierung -helikaler Strukturmotive ist die Methode der -methylierten, 
kohlenwasserstoffverbrückten Peptide (hydrocarbon stapled peptides) der am weitesten verbreitete Ansatz 
mit zahlreichen erfolgreichen Anwendungen und ersten Peptidmimetika in klinischen Studien.
16,109
 Die -
methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide stellen eine Kombination aus Seitenkette-zu-Seitenkette 
zyklisierten Peptiden und dem Einbau Helix induzierender, -methylierter Aminosäuren dar. Ihre 
Entwicklung basiert auf einer Studie zur Ringschlussmetathese mit O-allylierten Homoserin Seitenketten im 
Abstand i, i+4 aus dem Jahr 1998.
110
 Diese wurde im Jahr 2000 durch den Einbau von -methylierten 
Aminosäuren
81,82
 und den Austausch der O-allylierten Seitenketten durch eine Kohlenwasserstoffseitenkette 
erweitert.
111
 Die Ergebnisse dieser Studie zeigten eine starke Zunahme der Helikalität sowie eine deutlich 
erhöhte metabolische Stabilität der modifizierten Peptide. Das Potential dieses Ansatzes wurde jedoch erst 
durch Entwicklung eines -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptides für die Inhibition einer 
intrazellulären PPI mit in vivo Aktivität deutlich.
112
 Diese grundlegenden Studien inspirierten zahlreiche 
weitere Forschungsgruppen und ermöglichten die breite Anwendung von -methylierten, 
kohlenwasserstoffverbrückten Peptiden zur Modulation von extra- und intrazellulären PPIs.
16,109
  
Die Synthese und das Design der -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide wurde 
kontinuierlich weiterentwickelt, sodass heutzutage eine Reihe unterschiedlicher Architekturen etabliert sind 
(Abbildung 8a).
113





 tragen, jeweils eine Helixwindung, während i,i+7
111,116
 stabilisierte Peptide zwei Windungen 
einer Helix überspannen. Darüber hinaus existieren stitched peptides, die zwei benachbarte 
Kohlenwasserstoffbrücken im Abstand i,i+4 und i+4+7 tragen und damit drei Helix-Windungen (1 + 2) 
einschließen.
117
 Für die Synthese der -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide werden  
-methylierte--alkenylierte Aminosäuren mittels Festphasenpeptidsynthese in die lineare Peptidsequenz 
eingebaut (Abbildung 8b).
118
 Diese unnatürlichen Aminosäuren werden mit Sn bzw. Rn bezeichnet, je nach 
Konfiguration ihres Stereozentrums (S oder R) und der Anzahl der Kohlenstoffatome (n) ihrer Alkenyl-
Seitenkette. Die kovalente Verknüpfung der Seitenketten erfolgt auf fester Phase mittels RCM und erlaubt 
die anschließende Modifikation des N-Terminus. Die Länge der Kohlenwasserstoffbrücke, wie auch die 
absolute Konfiguration der einzelnen Bausteine, wurde in Bezug auf maximale -helikale Stabilisation 
optimiert. So erfordern die i,i+3 und i,i+7 Verbrückung den Einbau eines R-konfigurierten Bausteins an der 
Position i und eines S-konfigurierten an der Position i+n.
111,114
 Während für die i,i+7 Geometrie ein Linker 
mit einer Länge von elf Kohlenstoffatomen (R8 + S5) die beste Stabilisierung bietet, ergeben sich für die i,i+3 
Architektur zwei verschiedene Linker längen mit sechs (R3 + S5) bzw. acht (R5 + S5) Kohlenstoffatomen.
115
 
Die bisher häufigste Kohlenwasserstoffverbrückung umfasst einen Linker aus acht Kohlenstoffatomen und 
zwei S-konfigurierten Aminosäuren an den Positionen i,i+4 (S5 + S5).
111
 Für L-Peptidsequenzen führt der 




Einbau einer analogen Verbrückung mit zwei R5-Bausteinen (R5 + R5) zu Peptiden mit reduzierter Helizität 
und verringerter zellulärer Aufnahme.
119
 Für die Stabilisation langer Peptidsequenzen kann der Einbau von 
zwei einzelnen Kohlenwasserstoffverbrückungen sinnvoll sein.
120,121
 Die beiden Verbrückungen werden 
dabei zumeist in ausreichendem Abstand zueinander eingebracht um Kreuzreaktionen zu vermeiden. Für die 
Synthese von spirozyklischen stitched peptides wird der bis-alkenylierte Baustein B5 (Bispentenylglycin) an 




Abbildung 8. Architekturen und Bausteine -methylierter, kohlenwasserstoffverbrückter Peptide in Anlehmung an 
Cromm et al..
16
 (a) Schematische Darstellung etablierter Verbrückungsarchitekturen -methylierter, 
kohlenwasserstoffverbrückter Peptide. Die ,-disubstituierten Bausteine (b) werden an unterschiedlichen Positionen 
in die Peptidsequenz eingebaut und anschließend mittels RCM miteinander verknüpft. Dabei verbinden sie eine oder 
mehrere Windungen einer -Helix und stabilisieren deren Konformation.  
 
Die Zielproteine der bislang entwickelten -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide decken ein 
weites Spektrum an interessanten biologischen Funktionen und schwer zugänglichen PPIs ab. So wurden 
unter anderem -methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptide für diverse Infektionskrankheiten,122–127 
Rezeptoren,
128–130
 Proteine der Transkription und Translation
131
 sowie für wichtige Regulatoren des 




 Der in einigen Krebsformen fehlregulierte Wnt 
Signalweg kann zum einen durch die Interaktion von -Catenin mit seinem Cofaktor BCL-9 inhibiert 
werden,
133
 zum anderen durch die Interaktion von -Catenin mit dem Transkriptionsfaktor TCF4. Das dafür 
entwickelte -methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptid StAx-35R (10) basiert auf einer ebenfalls an 
-Catenin bindenden Domäne von Axin und wurde in Bezug auf Bindungsaffinität und Zellgängigkeit 
sequenzoptimiert (Abbildung 9a).
134
 Die am besten untersuchte PPI ist die Wechselwirkung des Tumor 
Suppressors p53 mit seinen negativen Regulatoren MDM2 und MDMX. Zahlreiche stabilisierte -Helices 
wurden ausgehend von der p53-Wildtyp-Sequenz entwickelt und kontinuierlich optimiert.
135–137
 Das am 




weitesten entwickelte -methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptid ATSP-7041 (11) interagiert mit 
MDMX nicht nur über die Seitenketten der Aminosäuren sondern darüber hinaus auch über seine 
hydrophobe Kohlenwasserstoffverbrückung (Abbildung 9b). Zudem verfügt 11 über gute biologische 
Verfügbarkeit und zeigt hohe Effektivität in in vivo Studien.
138
 Anders als niedermolekulare Verbindungen, 
die lediglich die p53-MDM2-Wechselwirkung blockieren,
139,140
 können die stabilisierten -Helices die 
Interaktion von p53 mit MDM2 und MDMX inhibieren und sind weniger anfällig für Resistenzmutationen in 
MDM2. Erste -methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Inhibitoren der p53-MDM2/MDMX 




Abbildung 9. Kristallstrukturen -methylierter, kohlenwasserstoffverbrückter Peptide. (a) Struktur von StAx-35R (10) 
gebunden an -Catenin. Die stabilisierende Kohlenwasserstoffverbrückung im Abstand i,i+4 (rot) und die 
interagierenden Reste sind hervorgehoben. PDB: 4DJS (b) Struktur von ATSP-7041 (11) im Komplex mit MDMX. Die 
interagierende Kohlenwasserstoffverbrückung (i,i+7; rot) sowie die Seitenketten der interagierenden Aminosäuren sind 
explizit gezeigt. PDB: 4N5T. N- bzw. C-Termini der Peptidsequenzen sind gekennzeichnet und die Struktur der 
unnatürlichen Aminosäure Z ist dargestellt. 
 
Der Einbau -methylierter Kohlenwasserstoffverbrückungen verbessert im Allgemeinen die biologische 
Verfügbarkeit der Peptidsequenzen.
16,141
 Durch die erhöhte Helizität der Peptidmimetika im Vergleich zum 
Ursprungspeptid wird die Bindungsaffinität zum Zielprotein gesteigert, da durch die Vororganisation der 
Sekundärstruktur die bei der Bindung auftretenden entropischen Verluste minimiert werden. Darüber hinaus 
erhöht die Vororganisation der Peptidsequenz in vielen Fällen die Stabilität gegenüber Proteasen. Allerdings 
reicht bei langen Peptidsequenzen die stabilisierende Wirkung nur einer kovalenten Verknüpfung nicht 
immer aus um die gesamte Sequenz zu stabilisieren.
142
 In solchen Fällen kann das Einbringen einer weiteren 
Kohlenwasserstoffverbrückung hilfreich sein.
120,121
 Darüber hinaus kann die proteolytische Stabilität von 
Peptiden durch den Einbau unnatürlicherAminosäuren vergrößert werden.
108
 Insbesondere durch den Eisatz 
von -Aminosäuren10,108,143, D-Aminosäuren144,145 oder die N-Methylierung146,147 von Peptidbindungen konnte 
die Stabilität gegenüber Proteasen gesteigert werden. Die Modifikation des Ausgangspeptids zu Gunsten 




erhöhter Proteaseresistenz ist jedoch in vielen Fällen mit einer reduzierten Bindungsaffinität verbunden.
10,143
 
Da die biologisch aktive Konfomation von Peptiden essentiell für ihre Funktionalität ist,
8
 sollte der Einbau 
stabilisierender Modifikation unter Berücksichtigtung der Konformation geschehen. Während die N-
Methylierung von Peptidbindungen in kleinen zyklischen Peptiden die Population einer biologisch aktiven 
Konformation stark erhöhen kann,
148
 führt sie bei der Nachahnung von Sekundärstrukturelementen durch den 
Verlust von essentiellen Wassterstoffbrücken teilweise zu reduzierter Affinität.  
Zu der interessantesten, wenngleich auch am kontroversesten diskutierten Eigenschaft von -methylierten, 
kohlenwasserstoffverbrückten Peptiden zählt die erhöhte Zellgängigkeit.
149–151
 Die zelluläre Aufnahme von 
-methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptiden wurde in frühen Studien zumeist in ausgehungerter 
Zellen und unter Verwendung von Serum-freien Bedingungen untersucht.
152–154
 Diese Bedingungen scheinen 
die zelluläre Aufnahme zu begünstigen und führten teilweise zu falsch positiven Ergebnissen.
153,154
 Die 
geringe Zellgängigkeit Peptid-basierter Therapeutika ist seit langem bekannt und limitiert in vielen Fällen 
ihre Anwendung.
155
 Ein ausreichend verstandenes Rational zur zellulären Aufnahme von Peptiden im 
Allgemeinen und -methylierter, kohlenwasserstoffverbrückter Peptide im Besonderen ist bisher noch nicht 
vorhanden. In vielen Fällen wird versucht die biologisch aktiven, nicht zellgängigen Peptidsequenzen mit 
zellgängigen Peptiden zu kombinieren oder die Zellgängigkeit durch Modifikation der Peptidsequenz zu 
erhöhen.
9,156,157
 Als Grundregel wird in vielen Beispielen die Minimierung einer negativen Gesamtladung 
durch den Einbau positiv geladener Aminosäuren propagiert.
134,150,158
 Dies zerstörte jedoch in einigen Fällen 
die Membranintegrität der untersuchten Zellen.
153
 Zudem scheint die Architektur der Verbrückung und ihre 
Position ebenfalls einen großen Einfluss auf die Zellgängigkeit der Peptide zu haben.
150
 Generell besitzen -
methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptide zwar eine erhöhte Tendenz zur zellulären Aufnahme, der 
alleinige Einbau einer solchen Verbrückung führt jedoch nur in seltenen Fällen zum Erfolg. Parallel mit dem 
Einbau der Kohlenwasserstoffverbrückung sollte in jedem Fall eine Sequenzoptimierung einhergehen, um 








3 Die Ras–Superfamilie kleiner GTPasen  
Zur Ras–Superfamilie kleiner GTPasen gehören mehr als 150 Proteine, die als molekulare Schalter 
zahlreiche essentielle zelluläre Prozesse wie Zelldifferenzierung, Zellproliferation, Zellüberleben und 
Apoptose, die Organisation des Zytoskeletts sowie den Membran- und den vesikulären Transport 
kontrollieren.
159,160
 Kleine GTPasen sind monomere, globuläre Proteine mit einer konservierten GTP/GDP 
bindenden Domäne (G-Domäne) und einem Molekulargewicht von 20 – 30 kDa.159 In ihrer Funktion als 
molekulare Schalter stimulieren oder inaktivieren kleine GTPasen zelluläre Signalwege und wechseln 
zwischen einem aktiven, GTP-gebundenen Zustand und einem inaktiven, GDP-gebundenen Zustand, die sich 
durch konformationelle Änderungen in den sog. Switch-I- und Switch-II-Regionen unterscheiden.
161,162
 Da 
kleine GTPasen ihr Nukleotid mit sehr hoher Affinität (picomolar) binden
163
 und ihre intrinsische 
Hydrolyserate gering ist, sind sie bei ihrer Aktivierung und Deaktivierung auf die Hilfe von regulatorischen 
Proteinen angewiesen (Abbildung 10).
164,165
 Nukleotidaustauschfaktoren (guanine nucleotide exchange 
factors, GEFs) binden an die inaktive Form und katalysieren den Austausch von GDP zu GTP. Dabei 
ermöglichen sie die Freisetzung von GDP, indem sie einen stabilen, nukleotidfreien (NF) Komplex mit der 
GTPase bilden. Dieser intermediäre Komplex wird durch die Bindung von GTP, welches zellulär in ca. 
zehnfach höherer Konzentration vorliegt, aufgelöst und die aktivierte GTPase freigesetzt. In ihrer aktivierten 
Form interagieren kleine GTPasen mit einer Vielzahl an Effektoren und aktivieren auf diese Weise 
nachgeschaltete Signalwege. Die Deaktivierung erfolgt mit Hilfe GTPase-aktivierender Proteine (GTPase 
activating proteins, GAPs). Nach der Binding an die aktivierte GTPase beschleunigen GAPs die intrinsische 
Hydrolyse von GTP indem sie eine essentielle katalytische Gruppe bereitstellen. Nahezu alle kleinen 
GTPasen sind mittels eines Lipidankers in der Membran verankert. Die Prenylierung erfolgt durch 
posttranslationale Modifikation der hypervariablen Region (HVR) des C-Terminus. Die Lipidierung der 
kleinen GTPasen erfolgt durch gezielte Ausbildung von Cysteinylthioethern (irreversibel) oder 
Cysteinylthioestern (reversibel) und ermöglicht eine kontrollierte Verteilung innerhalb der Zelle.
166,167
 Dazu 
binden Guaninnukleotiddissoziationsinhibitoren (guanine nucleotide dissociation inhibitors, GDIs) die 
lipidierte GTPase unter Bildung eines löslichen Komplexes, welcher zum einen den Transport von GTPasen 
zwischen spezifischen Membranen ermöglicht und zum anderen die kleine GTPase in ihrem inaktiven 
Zustand im Zytosol zurückhält (Abbildung 10).
164,165
 





Abbildung 10. Aktivierungs-/Inaktivierungszyklus kleiner GTPasen in Anlehmung an Cromm et al..
23
 Inaktivierte, 
GDP-gebundene GTPasen werden durch GEF-vermittelten Nukleotidaustausch aktiviert. In ihrer aktivierten, GTP-
gebundenen Form wechselwirken sie mit Effektorproteinen und leiten zelluläre Signale weiter. Die Bindung von GAPs 
steigert die intrinsische Hydrolyserate und deaktiviert die kleinen GTPasen unter Freisetzung eines Phosphats. Die 
Bindung von GDIs solubilisiert die membrangebundenen kleinen GTPasen und ermöglicht den intrazellulären 
Transport zwischen Membranen.  
 
Die Ras–Superfamilie der kleinen GTPasen verdankt ihren Namen den Ras Protoonkogenen, die bereits vor 
mehr als 30 Jahren entdeckt und mit der Entstehung von Krebserkrankungen in Verbindung gebracht 
wurden.
168







 sind die Mitbegründer dieser großen Superfamilie, die sich in fünf große 
Familien, sowie zahlreiche Unterfamilien unterteilen lässt (Abbildung 11). Die fünf Familien sind die Ras–, 
Rho–, Rab–, Arf– und Ran–Familie welche jeweils unterschiedliche biologische Funktionen 
ausüben.
159,172,173
 Zur Ras–Familie gehören insgesamt 39 Mitglieder in Säugetieren und sie beinhaltet neben 
den drei humanen Ras Isoformen H-, K- und N-Ras die Unterfamilien der Rap–, Ral– und RheB–Proteine.174 
Sie sind Schlüsselregulatoren der Zelldifferenzierung, der Zellproliferation und des Zellüberlebens. Die 
Rho–Familie (Ras homologous) umfasst 22 Mitglieder, die Aktinorganisation, Zellform und Zellpolarität, 
Zellbewegung, Genexpression sowie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen steuern.
175–177
 Zur Rho–
Familie gehören u.a. die drei Unterfamilien der Rho– und Rac–Proteine, sowie Cdc42. Als Hauptregulatoren 
des intrazellulären Transports fungieren die kleinen GTPasen der Rab– (Ras related in brain) und Arf– (ADP 
Ribosylierungsfaktor) Familie.
178,179
 Rab–GTPasen sind Schlüsselregulatoren des intrazellulären Vesikel- 
und Membrantransports und repräsentieren mit mehr als 60 identifizierten Proteinen im menschlichen 
Organismus die größte Familie der kleinen GTPasen.
180,181
 Ebenfalls für den Vesikeltransport sowie die 
Regulation der Endozytose und der Sekretionswege verantwortlich sind die kleinen GTPasen der Arf-
Familie, die 30 Proteine zählt. Mit nur einem Vertreter ist die Ran– (Ras-related nuclear protein) Familie die 
kleinste Familie der kleinen GTPasen. Die Ran–GTPase liegt zudem nicht membrangebunden sondern frei 
im Zytosol vor. Sie steuert den Zellkerntransport durch den Kernporenkomplex und die Ausbildung der 






 Ran wird mit Hilfe eines räumlichen Gradienten zwischen nuklearen GEFs und 
zytosolischen GAPs reguliert.  
 
Abbildung 11. Ras–Superfamilie kleiner GTPasen. Die Ras–Superfamilie kleiner GTPasen (orange) beinhaltet die fünf 
Familien (blau) der Ras–, Rho–, Rab–, Arf–, Ran–GTPasen. Jede GTPase-Familie kontrolliert bestimmte zelluläre 
Funktionen. Die fünf GTPase-Familien sind ihrerseits in Unterfamilien aufgeteilt (grün). Zur Vereinfachung und 
besseren Übersicht sind nur die bekanntesten Unterfamilien aufgeführt.  
 
Durch die Regulation vieler essentieller zellulärer Prozesse und Signalwege sind die kleinen GTPasen der 
Ras–Superfamilie unersetzbar für die korrekte Funktion der Zelle. Eine Fehlregulation dieser molekularen 
Schalter ist daher mit der Entstehung und Entwicklung zahlreicher Krankheiten assoziiert. Darunter befinden 
sich diverse Formen von Krebs, neurodegenerative Krankheiten, Entzündungen und Erbkrankheiten. Als 
Hauptursache wurde in diesem Zusammenhang eine verstärkte und unkontrollierte Aktivität kleiner GTPasen 
identifiziert, die zu einer übermäßigen und kontinuierlichen Aktivierung ihrer nachgeschalteten Signalwege 
führt. In den meisten Fällen lässt sich die permanente Aktivität der kleinen GTPasen auf drei 
unterschiedliche Ursachen zurückführen: 1) Eine übermäßige Aktivierung der vorangeschalteten Signalwege 
führt zu einer gesteigerten GEF-Aktivität und somit zu einem erhöhten Niveau an aktiver Wildtyp-GTPase; 
2) Eine Mutation im Gen der kleinen GTPase erzeugt eine Hydrolyse inkompetente Variante, die einmal 
aktiviert kontinuierlich aktiv bleibt; 3) Die GAP-vermittelte Hydrolyse ist durch einen Verlust der GAP-
Funktion stark beeinträchtigt, sodass nur ein geringer Anteil der aktivierten GTPasen inaktiviert wird.
184
 Die 
Häufigkeit mit der diese Aktivierungsmuster in den einzelnen GTPase Familien auftreten variiert jedoch sehr 
stark. Während sich in der Mehrheit der Kerbsformen, die auf konstitutiv aktiviertes Ras zurückzuführen 
sind, eine Mutation in den Ras–Genen finden lässt, sind die GTPasen der Rho–Familie nur in den seltenen 
Fällen direkt von einer Mutation betroffen. Sie werden bei Kerbserkrankungen durch eine Überexpression 
oder Mutation von Wachstumsfaktorrezeptoren oder vorangeschalteter Signalwege verstärkt aktiviert.
185
 




3.1 Die Rab–Familie 
Die Familie der Rab–GTPasen repräsentiert mit mehr als 60 identifizierten Proteinen im menschlichen 
Organismus den größten Zweig der Ras–Superfamilien kleiner GTPasen.178,180,186 Rab–GTPasen sind 
monomere, globuläre Proteine mit einem Molekulargewicht von 21–25 kDa. Ihr Aufbau entspricht dem der 
klassischen G-Domäne mit sechs -Faltblättern (1-6), umgeben von fünf -Helices (1-5), wie sie bei 
allen Mitgliedern der Ras–Superfamilie auftritt (Abbildung 12).187 Ebenfalls dazu gehören die Phosphat 
bindende Schleife (P-loop) sowie die beiden flexiblen Switch-Regionen (Switch-I und Switch-II), die je nach 
Nukleotidbindezustand unterschiedliche Konformationen einnehmen (Abbildung 12a). Neben den in allen 
kleinen GTPasen konservierten Elementen der G-Domäne besitzen Rab–GTPasen zusätzliche 
Erkennungssequenzen. Der Vergleich von zahlreichen Rab–Sequenzen führte zur Identifikation 
konservierter Bereiche, der Rab–Familien Motive (RabF1-RabF5), die eine Abgrenzung von Rab–Proteinen 
gegenüber anderen Mitgliedern der Ras–Superfamilie erlauben (Abbildung 12b).188 Die RabF–Motive 
befinden sich in der Umgebung der Switch-Regionen und sind innerhalb der Rab–Familie hoch konserviert. 
Die ebenfalls per Sequenzanalyse identifizierten Rab–Subfamilienmotive (RabSF1-RabSF4) erlauben zudem 
eine Einteilung der Rab–Familie in bis zu zehn Unterfamilien.188 Zu den am stärksten abweichenden 
Regionen zählt die C-terminale HVR. Sie kontrolliert zusammen mit dem Prenylierungsmuster die zelluläre 
Lokalisation von Rab–GTPasen und dirigiert sie zu bestimmten Membranen und Kompartimenten.180 Die 
meisten menschlichen Rab–GTPasen sind C-terminal über zwei Geranylgeranyl-Gruppen in der Membran 
verankert. Es sind aber auch Rab–GTPasen mit nur einer Geranylgeranyl-Gruppe bekannt.  
 
Abbildung 12. Kristallstruktur von Rab3a-GppNHp. Die sechs -Faltblätter (1-6 und fünf -Helices (1-5) der G-
Domäne sind explizit gekennzeichnet. Das nicht hydrolysierbare GTP Analogon GppNHp (rot) und das Magnesium Ion 
(dunkelgrau) sind farblich hervorgehoben. (a) Die Switch-I- und Switch-II-Regionen sowie die P-Schleife sind türkis 
gekennzeichnet. (b) Die Rab–Familien Motive (RabF1-RabF5) sind in gelb, die Rab–Subfamilienmotive in orange 
dargestellt. PDB: 3RAB. 
 




Nach ihrer Expression liegen Rab–GTPasen zunächst in ihrer GDP-gebundenen Form im Cytosol vor, wo sie 
vom Rab–Escort Protein (REP) gebunden werden. Dieser stabile Komplex dient als Substrat für die Rab–
Geranylgeranyl-Transferase (Rab–GGT), die die Rab–Proteine geranylgeranyliert. Die prenylierten Rab–
Proteine bleiben an REP gebunden, welches die GTPasen an ihrer Zielmembran freisetzt. Dort werden sie 
durch Rab–spezifische GEFs aktiviert. Trotz der großen Zahl an Rab–GTPasen wurden bisher nur vier 
unterschiedliche Typen von RabGEFs identifiziert.
165
 Die Mehrheit der RabGEFs besitzt entweder eine 
DENN-(differential expressed in normal and neoplastic cells) Domäne (18 identifizierte Proteine)
189
 oder 
eine Vsp9-Domäne (10 identifizierte Proteine)
190
, die von anderen Domänen flankiert, Bestandteile großer 
Proteinkomplexe sind. Im Gegensatz dazu stehen die RabGEFs Rabin8
191
 und der TRAPP- (Transport 
protein particle) Komplex
192
, die als homodimere Komplexe mit hoher Substratspezifität auftreten. Da die 
intrinsische Hydrolyserate von Rab–Proteinen nicht ausreicht um sie effektiv zu inaktivieren, werden 
spezifische RabGAPs benötigt, die die Hydrolysegeschwindigkeit durch die Bildung eines Rab–RabGAP 
Komplexes erhöhen. Alle bisher identifizierten RabGAPs besitzen eine TBC-(Tre2/Bub2/Cdc16) Domäne 
und können trotz teils deutlicher struktureller Unterschiede mit mehreren Rab–Proteinen interagieren.193 In 
ihrer aktivierten Form sind Rab–GTPasen in der Lage Effektor-Proteine zu rekrutieren und so das GTPase 
Signal an nachgeschaltete Signalwege/Proteine weiterzuleiten. Rab–Effektoren sind Proteine mit der 
Fähigkeit spezifische Rab–Proteine selektiv in ihrer GTP-gebundenen Form zu binden. Dabei können 
einzelne Rab–Proteine mit einer Vielzahl an Effektoren interagieren und auf diese Weise mehrere 
biochemische Prozesse an unterschiedlichen Orten kontrollieren. Für aktiviertes Rab5 wurden beispielsweise 
mehr als 20 verschiedene Effektor-Proteine identifiziert.
194
 Ebenso wie ein Rab–Protein mit mehreren 
Effektoren wechselwirken kann, kann ein Effektor auch unterschiedliche Rab–GTPasen binden.195,196 Die 
exakte zelluläre Funktion der Rab–GTPasen und ihrer Effektoren ist somit wesentlich von ihrer jeweiligen 
subzellulären Lokalisation abhängig und ermöglicht es ihnen unterschiedliche Funktionen in 
unterschiedlichen Organellen wahrzunehmen.
178
 Sind die Rab–GTPasen durch das Ausüben ihrer Funktion 
in verschiedene Zellkompartimente oder andere Membranen gewandert, benötigen sie die Hilfe von Rab 
spezifischen GDIs. RabGDIs extrahieren die prenylierten Rab–GTPasen aus der Membran unter Bildung 
löslicher Komplexe. Sie ermöglichen den Rücktransport der Rab–Proteine zur Donormembran und sorgen 
für die korrekte subzelluläre Lokalisation der Rab–GTPasen.  
Rab–GTPasen fungieren als Schlüsselregulatoren des Vesikulären- und Membrantransports. Sie 
kontrollieren zusammen mit den SNARE-Komplexen zahlreiche Prozesse wie die Vesikelbildung an der 
Donormembran, das Sortieren des Transportguts, den Transport der Vesikel entlang des Zytoskeletts sowie 
das Anheften und Verschmelzen der Vesikel mit der Akzeptormembran des Zielkompartiments. Dabei sitzen 
die Rab–GTPasen auf der Oberfläche der Vesikel und regulieren durch Kontakt mit ihren zahlreichen 
Effektoren den exo- und endozytotischen Transport, den Transport zwischen einzelnen Zellkompartimenten 
und Organellen, sowie das Recycling von Membranen.
178,180
 Dazu gehören essentielle Prozesse, wie die 
Freisetzung von Botenstoffen und die Regulation des Zellmetabolismus. Folglich wird eine Fehlregulation 
von Rab–GTPasen zunehmend mit zahlreichen menschlichen Krankheiten wie Diabetes, neurodegenerative 




Krankheiten sowie verschiedene Formen von Krebs assoziiert.
197,198
 Die Fehlregulationen der Rab–GTPasen 
gehen zum einen auf direkte Mutationen der Rab Gene zurück, zum anderen kommen sie auch durch 
Ausfälle der regulatorischen Proteine wie GEFs, GAPs oder GDIs zustande. So führt ein Funktionsverlust 
von Alsin, einem GEF für Rab5, zu einer verminderten Rab5 Aktivität, die im Zusammenhang mit 
verschiedenen neurodegenerativen Krankheiten, unter anderem dem ALS Syndrom, steht.
197,199
 Mutationen 
des Rab3–GAP Proteins stehen in direkter Verbindung mit dem Warburg-Micro Syndrom und dem Martsolf 
Syndrom, die eine abnormale Entwicklung der Augen sowie des zentralen Nervensystems hervorrufen und 
mit starker geistiger Behinderung einhergehen.
200
 Eine eingeschränkte Funktionalität von RabGDI- das 
bevorzugt im Gehirn exprimiert wird, steht im Zusammenhang mit dem Fragilen-X-Syndrom (X-linked 
mental retardation), einer der häufigsten Ursachen erblich bedingter kognitiver Behinderung des 
Menschen.
178,197
 Matrix-Metalloproteinasen (MMP) spielen eine Schlüsselrolle bei der Invasion und der 
Metastasierung von Krebszellen indem sie gezielt Gewebebarrieren abbauen. Erhöhte Rab8 Level aufgrund 
konstitutiver Aktivierung von Rab8 konnten mit einer verstärkten Sekretion von MT1-MMP in Verbindung 
gebracht werden. Ein knock-down von Rab8a führte hingegen zu einer Blockierung des MT1-MMT 
bedingten Kollagenabbaus.
201
 Rab8 kontrolliert den exozytotischen Transport vom trans-Golgi-Netzwerk zur 
Plasmamembran und beeinflusst damit die Sekretion von Enzymen oder Rezeptoren. Es ist an der 
Translokation des Glukosetransportes Glut4 beteiligt, dem eine wichtige Rolle bei Typ 2 Diabetes 
zukommt.
202
 Da die Insulinresistenz bei Typ 2 Diabetes u.a. mit einer verminderten Translokation von Glut4 




Über posttranslationale Modifikation der C-terminalen HVR sind die meisten kleinen GTPasen fest mit der 
Plasmamembran verankert. Dabei werden ein oder mehrere Cysteinreste der HVR prenyliert (Farnesyl– oder 
Geranylgeranyl-Thioether) und anschließend carboxymethyliert. Um dennoch eine kontrollierte räumliche 
und zeitliche Verteilung sowie den Transport von kleinen GTPasen innerhalb der Zelle zu ermöglichen, 
binden GDIs die prenylierten GTPasen unter Bildung eines löslichen Komplexes, indem das unlösliche Lipid 
vom Lösemittel abgeschirmt wird. In Säugetieren wurden bisher nur wenige GDIs identifiziert, die sich in 
drei unterschiedliche Familien einteilen lassen: Rho–GDIs (3 Isoformen), Rab–GDIs (3 Isoformen) sowie 
PDE.165 Während RhoGDIs203,204 und RabGDIs205,206 geranylgeranylierte Proteine der Rho– bzw. Rab–
Familie binden, bevorzugt PDE farnesylierte GTPasen (Abbildung 13). Die beiden Hauptaufgaben von 
GDIs sind einerseits der Intermembrantransport, darüber hinaus halten GDIs die GTPase in einem inaktiven, 
löslichen Komplex gefangen und verhindern so ihre Aktivierung durch GEFs.  





Abbildung 13. Kristallstrukturen von GDIs.
165
 (a) Rab–GDI. Kristallstruktur des Komplexes zwischen dem Rab1 
Analogon YPT1-GDP (hellgrau) und Rab–GDI (dunkelgrau). Die Rab–bindende -helikale Domäne (hellgrün), die 
beiden Geranylgeranyl-Reste (orange), GDP (blau) und Magnesium (dunkelgrau) sind farblich hervorgehoben. PDB: 
2BCG (b) Rho-GDI. Komplex zwischen Rac1–GDP (hellgrau) und Rho–GDI (dunkelgrau). Das GTPase bindende -
Helix Bündel (hellgrün), der Geranylgeranyl-Rest (orange), GDP (blau) und Magnesium (dunkelgrau) sind eingefärbt. 
PDB: 1HH4 (c) PDE-. Komplex zwischen RheB–GDP (hellgrau) und PDE (dunkelgrau). Die Farnesylgruppe 
(orange), GDP (blau) und Magnesium (dunkelgrau) sind farblich gekennzeichnet. PDB: 3T5G. Gestrichelte Linien 
deuten die nicht aufgelösten Verbindungen zwischen den GTPasen und den Prenylgruppen an. 
 
Die drei GDI–Familien Rab–GDI, Rho–GDI und PDE unterscheiden sich in ihrer Struktur sowie dem 
Mechanismus der GTPase–Bindung. Rab–GDIs bestehen aus zwei Domänen, von denen eine den 
geranylgeranylierten C-Terminus bindet (-helikale Domäne) und die andere den Nukleotidbindezustand der 
GTPase durch Bindung an die Switch-Regionen erkennt (Abbildung 13a).
205
 Da sowohl die RabF–Motive in 
der Nähe der Switch-Regionen, wie auch die interagierenden Reste der GDI Domäne hoch konserviert sind, 
ist es möglich, dass drei GDI Isoformen ausreichen, um die mehr als 60 humanen Rab–GTPasen selektiv zu 
binden. Wie Rab–GDIs bestehen Rho–GDIs strukturell aus zwei Domänen, einem N-terminalen -Helix-
Bündel, welches mit der Switch-Region der GTPase interagiert und einem C-terminalen Immunoglobulin-
ähnlichen -Sandwich, das bei Kontakt mit der GTPase einen hydrophoben Hohlraum öffnet, der die 
Geranylgeranyl-Gruppe aufnimmt (Abbildung 13b).
209–211
 Im Gegensatz zu Rho–GEFs oder Rho–GAPs mit 
jeweils über 60 bekannten Vertretern
185
 sind lediglich drei Rho-GDIs mit einer geringen Substratspezifität 
bekannt.
203
 Im Gegensatz zu Rab–GDIs und Rho–-GDIs besteht PDE nur aus einer Lipid bindenden -




Sandwich Domäne, die farnesylierte Proteine, insbesondere GTPasen der Ras–Familie, zwischen den 
Membranen transportiert und in Lösung hält (Abbildung 13c).
207
 Da PDE keine GTPase-bindende Domäne 
besitzt, erkennt es seine Substrate nur an ihrem farnesylierten C-Terminus, was die geringe Spezifität und die 




3.3 Uncoordinated (UNC) 119 
Neben den kleinen GTPasen der Ras–Superfamilie gibt es eine große Anzahl an Proteinen die kovalent mit 
einem Lipid verknüpft sind. Anhand ihrer Lipidmodifikation lassen sich diese Proteine grob in zwei 
Kategorien einteilen. Zum einen Proteine, die im Lumen des sekretorischen Weges bzw. der Zelloberfläche 
auftreten, zum anderen Proteine, die im Zytoplasma bzw. an der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran 
zu finden sind. Während die Proteine der Zelloberfläche im Regelfall mit einem 
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) Anker verknüpft sind,
213
 tragen die Proteine des Zytoplasmas zumeist 
eine von drei gängigen Lipidmodifikationen: S-Palmitoylierung, Prenylierung oder N-Myristoylierung.  
S-Palmitoylierung beschreibt die kovalente Verknüpfung einer Cystein-Seitenkette mit Palmitinsäure (C16) 
unter Bildung eines reversiblen Thioesters.
214,215
 Bei der Prenylierung von Proteinen wird ein Isoprenoid, 
entweder eine Farnesyl- (C15) oder eine Geranylgeranyl-Gruppe (C20), als Thioether irreversibel auf eine 
Cystein-Seitenkette übertragen.
216
 Bei der N-Myristoylierung wird Myristinsäure (C14) durch Acylierung 
eines N-terminalen Glycinrestes übertragen.
217,218
 Als Erkennungssequenz dient ein N-terminales Met-Gly 
Motiv. Nach dem Abbau des Methionins durch die Methionin Aminopeptidase wird die Mysristinsäure von 
der N-Myristoyl Transferase (NMT) auf Gly2 mittels einer Amid-Bindung übertragen.  
Nahezu alle lipidierten Proteine müssen mit der Plasmamembran assoziieren um als Signalproteine effektiv 
funktionieren zu können. Dazu reicht eine einzelne Lipidmodifikation meist nicht aus. Daher tragen diese 
Proteine entweder eine zweite Lipidmodifikation oder ein polybasisches Motiv, das durch elektrostatische 
Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Plasmamembran eine zusätzliche Membranverankerung 
gewährleistet.
219
 Um einen effektiven Transport dieser lipidierten Proteine zu gewährleisten sind sie auf die 
Hilfe von lipidbindenden Proteinen angewiesen. Zu diesen Transportproteinen zählen u.a. die bereits in 
Abschnitt 3.2 diskutierten GDIs, die für den Transport kleiner GTPasen essentiell sind. Für den Transport 
von myristoylierten Proteinen wurden die Lipid-bindenden Proteine UNC119a (uncoordinated), auch HRG4 
(human retina gene 4) genannt, und UNC119b identifiziert.
220,221
  
UNC119a und UNC119b sind homologe Proteine zu PDE Sie bestehen ebenfalls aus einem 
Immunoglobulin-ähnlichen -Sandwich und haben ein Molekulargewicht von ca. 27 kDa.222 Das 
Immunoglobulin-ähnliche -Sandwich formt einen hydrophoben Hohlraum bestehend aus neun -
Faltblättern (Abbildung 14a), der in der Lage ist einen Lipidrest aufzunehmen. Die Co-Kristallstruktur mit 
einem lauroylierten (C12) N-terminalen Peptid der -Untereinheit von Transducin, Gnat1, zeigt, wie der 




Lipidrest sowie die ersten sechs Aminosäuren des Peptids tief in die hydrophobe Tasche von UNC119 





Abbildung 14. Kristallstruktur von UNC119a. (a) Kristallstruktur von UNC119a (dunkelgrau). Die neun -Faltblätter 
des Immunoglobulin-ähnlichen -sandwich bilden die Lipidbindetasche und sind explizit benannt. Die -Faltblätter 3-
4 und 7-8 sind durch die kurzen -Helices 1 und 2 verknüpft. PDB: 3GQQ (b) Co-Kristallstruktur von UNC119a 
(dunkelgrau) mit dem lauroylierten N-terminalen Peptid der -Untereinheit von Transducin, Gnat1 (grün). PDB: 3RBQ. 
 
UNC119a interagiert mit einer Vielzahl verschiedener Proteine wie beispielsweise die -Untereinheiten von 
Transducin, Tyrosin-Kinasen des Src-Typs, Protein Kinasen, Arl–GTPasen sowie einigen anderen 
Proteinen.
223
 Insbesondere die Interaktion mit den -Untereinheiten von Transducin ist durch GST-Pulldown 
und ITC (Isotherme Titrationskalorimetrie)-Experimente detailliert charakterisiert. Darüber hinaus konnte 
eine direkte Interaktion von UNC119 und den beiden myristoylierten Proteinen des Ciliums, Cystins und 
NPHP3, nachgewiesen werden.
224
 UNC119b ist für den Transport von myristoylierten Proteinen wie NPHP3 
in das Cilium zuständig. Die Freisetzung der Proteine im Cilium erfolgt durch Bindung von Arl3.
224
 Die 
kleine GTPase Arl3 konnte in ihrer aktivierten Form im Komplex mit UNC119 Co-kristallisiert werden.
225
 
Ferner ist UNC119 ein Aktivator und Regulator einiger Tyrosin-Kinasen des Src-Typs.
226
 UNC119a aktiviert 
diese Kinasen durch Interaktion mit seinen SH2- und SH3-Domänen (Src homology Domänen 2 und 3), die 
den Phosphorylierungszustand bestimmter Tyrosinreste der Kinase erkennen. Außerdem reguliert UNC119a 
den Transport einiger N-myristoylierter Tyrosin-Kinasen des Src-Typs wie z.B. Lyn, Lck oder Fyn. siRNA 
knock-down von UNC119a steht in direktem Zusammenhang mit einem nicht vollständigen Ablauf der 
Zytokinese.
227
 Eine vollständige Zellteilung schlägt fehl, da durch den Ausfall von UNC119a essentielle 
Proteine der Zellteilung, wie die Tyrosin-Kinase Fyn, nicht an die richtige Position in der Zelle transportiert 
werden können. 




3.4 Modulation der Aktivität kleiner GTPasen 
Durch die Kontrolle zahlreicher essentieller zellulärer Funktionen und Signalkaskaden und den damit 
verbundenen Erkrankungen sind die kleinen GTPasen der Ras–Superfamilie interessante Zielproteine für die 
Entwicklung von Medikamenten. Obwohl das Ras Protoonkogen bereits zu Beginn der 1980er Jahre mit 
Krebs in Verbindung gebracht wurde,
168
 konnten trotz großer Anstrengungen in akademischer und 
industrieller Forschung keine effektiven Modulatoren kleiner GTPasen entwickelt werden.
22–24,228
 Das direkte 
Adressieren von kleinen GTPasen hat sich als äußerst anspruchsvoll erwiesen, da kleine GTPasen neben 
ihrer Nukleotidbindetasche keine weiteren Vertiefungen für das Binden kleiner Moleküle aufweisen. Zudem 
sind kleine GTPasen keine funktionellen Enzyme mit aktivem Zentrum, sondern interagieren ausschließlich 
über PPIs. Folglich entziehen sich die kleinen GTPasen den klassischen Strategien der Wirkstoffforschung 
und gelten daher als pharmakologisch unzugänglich (undruggable).
23,24
 Dennoch helfen neue Erkenntnisse 
wie die Aufklärung ihrer Signalwege sowie ihrer Funktion und Regulation bei der Entwicklung neuer 
Strategien für Modulatoren dieser interessanten Proteinklasse.
25
 Vor allem mit Hilfe von computergestützten 
Methoden und neuen Kristallstrukturen beginnt sich die klassische „An/Aus“-Vorstellung von der starren 
kleinen GTPase zu verändern.
229–232
 Vielmehr ist davon auszugehen, dass auf der Oberfläche der kleinen 
GTPasen immer wieder kurzlebige Taschen entstehen, die durch kleine Moleküle adressiert werden können. 
Im Wesentlichen lassen sich die Ansätze zur Modulation kleiner GTPasen in vier unterschiedliche 
Kategorien einteilen (Abbildung 15): 1) Störung der zellulären Lokalisation von kleinen GTPasen;  
2) Beeinträchtigung der Aktivierung kleiner GTPasen; 3) Stabilisierung von GTPase-Protein-Komplexen;  
4) Inhibition von GTPase-Effektor Interaktionen.  
 
Abbildung 15. Strategien zur Modulation der Aktivität kleiner GTPasen.
23,24
 (1) Störung der zellulären Lokalisation 
kleiner GTPasen; (2) Beeinträchtigung der Aktivierung kleiner GTPasen; (3) Stabilisierung von GTPase-Protein-
Komplexen; (4) Inhibition von GTPase-Effektor-Interaktionen.  




Störung der zellulären Lokalisation von kleinen GTPasen 
Aufgrund ihrer herausragenden Rolle bei der Entstehung menschlicher Krebserkrankungen standen die Ras–
Protoonkogene seit Beginn ihrer Entdeckung besonders im Fokus der Forschung.
228,233
 Da aber in den frühen 
Hochdurchsatzanalysen (HTS) keine effektiven Inhibitoren für Ras und andere kleine GTPasen gefunden 
werden konnten, konzentrierte sich insbesondere die industrielle Forschung zunächst darauf, die zeitliche 
und räumliche Organisation von Ras zu stören. Entscheidend für die korrekte Lokalisation von Ras–
Proteinen ist die Farnesylierung der C-terminalen HVR durch die Farnesyltransferase (FT). Mit Hilfe des 
Membranankers werden die Ras–GTPasen in der Plasmamembran verankert und können dort ihre Aufgaben 
wahrnehmen. Durch die Entwicklung von Farnesyltransferase Inhibitoren (FTIs) gelang es Ras in der Zelle 
zu delokalisieren.
234
 Nach erfolgreichen vorklinischen Studien und guten Resultaten im Tiermodell, 
scheiterten diese Verbindungen jedoch in klinischen Studien aufgrund mangelnder Wirksamkeit im 
Menschen.
235
 Die fehlende Farnesylierung bewirkt zwar die Delokalisation von H-Ras, für die beiden 
deutlich häufiger mutierten Isoformen K-Ras und N-Ras wird die fehlende Farnesylierung jedoch durch eine 
Geranylgeranylierung mit Hilfe der Geranylgeranyl-Transferase I (GGT-I) kompensiert.
236
 Daraufhin 
wurden GGT-I Inhibitoren sowie duale Inhibitoten die sowohl die FT wie auch die GGT-I binden entwickelt. 
Einige dieser Verbindung erreichten klinische Studien, jedoch ist der Einsatz dieser Therapeutika aufgrund 
ausgeprägter Toxizität limitiert, sodass sie nur über ein sehr geringes therapeutisches Fenster verfügen.
237–239
 
Obwohl die Lipidierung von Proteinen weiterhin von Pharmaforschung verfolgt wird,
240
 konzentriert sich die 
Pharmaindustrie zur Zeit vor allem auf die Inhibition von Proteinen nachgeschalteter Ras–Signalwege. 
Zahlreiche Kinase Inhibitoren des Raf-MEK-ERK- oder des PI3K-Akt-mTOR-Signalwegs sind bereits als 
Medikamente zugelassen. Aufgrund von Resistenzbildungen und dem Auftreten komplexer und bisher nicht 
vollständig verstandener Rückkopplungsmechanismen ist der Einsatz dieser Inhibitoren jedoch limitiert.
241,242
  
Das Scheitern der FTIs in späten klinischen Studien und die Ausbildung von Resistenzen führte zu einer 
Wiederbelebung der Ras–Forschung. Durch verbesserte Erkenntnisse der GTPase-Funktionen und 
Signalwege sowie zusätzliche Strukturen und neue Methoden des Inhibitor Designs erlebt das Feld der 
GTPase-Forschung aktuell eine Renaissance.
23
 So wurde kürzlich gezielt der Rücktransport und das 
Recycling von Ras blockiert.
24
 Dadurch verteilen sich die Ras–Proteine in der Zelle und es steht nur ein 
geringer Prozentsatz an aktiviertem Ras zur Verfügung. Die Modulation der Palmitylierungs-
/Depalmitylierungs-Maschinerie verhindert die korrekte Lokalisation von H-Ras und N-Ras.
243,244
 Die beiden 
-Lactone Palmostatin B (12) und M (13) sind durch kovalente Inhibition der Deplamitylierenden 
Thioesterasen APT-1 und APT-2 in der Lage H-Ras und N-Ras an den Endomembranen festzusetzen 
(Abbildung 16).
245–247
 Die Inhibition von PDE ermöglicht hingegen die Störung der zeitlichen und 
räumlichen Orientierung von K-Ras.
248
 Der PDE Inhibitor Deltarasin (14), der mittels einer Fragment 
basierten rationalen Methode entwickelt wurde (Abbildung 16), besitzt eine niedrig nanomolare 
Dissoziationskonstante (KD = 38 nM) und zeigt biologische Aktivität in vitro und in vivo.
248
 





Abbildung 16. Modulatoren der GTPase Lokalisation. 
 
Beeinträchtigung der Aktivierung kleiner GTPasen 
Auf der Suche nach direkten Modulatoren von Ras und anderen kleinen GTPasen wurde zunächst nach 
Nukeotidanaloga gesucht, die mit GDP und GTP um die Nukleotidbindetasche konkurrieren. Dieser Ansatz 
wird sehr erfolgreich in der Entwicklung von Kinase Inhibitoren verfolgt,
249
 lieferte aber keine effektiven 
Modulatoren für kleine GTPasen. Während Kinasen üblicherweise mikromolare Affinitäten gegenüber ATP 
aufweisen
250
 und einen hohen Nukteotidumsatz haben, binden kleine GTPasen ihre Nukleotide mit 
pikomolarer Affinität.
163
 Außerdem haben kleine GTPasen einen geringen Nukleotidumsatz und sehr 
langsame Dissoziationsgeschwindigkeiten (off-rates). Die bisher entwickelten Nukleotidanaloga
251,252
 oder 
per HTS gefundenen Nukleotid kompetitiven Binder
253–255
 besitzen nur eine geringe Wirksamkeit. In 
Anbetracht der extrem hohen Nukleotidaffinität kleiner GTPasen und den millimolaren intrazellulären 
Nukleotidkonzentrationen ist ein Erfolg Nukleotid-kompetitiver Modulatoren nahezu auszuschließen.
23
  
Ein interessanter Ansatz ist der Einsatz einer elektrophilen Gruppe, die den Inhibitor kovalent an die kleinen 
GTPase bindet. Die Adressierung der onkogenen Ras
G12C
-Mutante mit Hilfe irreversibler kovalenter 
Inhibitoren ermöglichte erstmals eine selektive Inhibierung von mutiertem Ras.
256,257
 Da die onkogenen 
Mutationen von Ras–Proteinen zumeist nur eine Aminosäure betreffen, ist eine Unterscheidung zwischen der 
nicht mutierten Wildtyp-Form und einer Mutante mit Hilfe niedermolekularer Verbindungen äußerst 
anspruchsvoll. Die beiden irreversiblen Inhibitoren SML-8-73-1 (15) und VSA9 (16) sind somit nicht nur in 
der Lage die onkogene Ras
G12C–Variante zu inaktivieren, sondern ihnen gelingt zudem die Abgrenzung zu 
nicht mutiertem Wildtyp-Ras (Abbildung 17). Die beschriebenen Substanzen 15 und 16 zeigen jedoch nur 
die prinzipielle Machbarkeit des Ansatzes. Weiterführende Optimierung ist erforderlich die identifizierten 
Verbindungen in eine mehr Medikament-ähnliche Struktur zu überführen. Insbesondere die 
nukleotidkompetitiven SML-Verbindungen besitzen keine optimalen pharmakologischen Eigenschaften.  





Abbildung 17. Inhibitoren der GTPase Aktivierung.  
 
Der am weitesten verbreitete Ansatz die Aktivierung von kleinen GTPasen zu unterdrücken ist eine 
Inhibition der GTPase–GEF-Wechselwirkung. Zahlreiche Verbindungen wurden durch die Untersuchung 
von Fragmentbibliotheken und strukturbasierte Optimierung als Inhibitoren von GTPase–GEF-Interaktionen 
identifiziert.
23,24
 So blockiert DCAI (17) die Ras–Aktivierung durch das Ras–GEF son of sevenless (SOS) 
indem es in eine zuvor unbekannte Bindetasche auf der Ras–Oberfläche adressiert (Abbildung 17).258 
Computergestützte Hochdurchsatzanalysen von Substanzbibliotheken lieferten zudem Inhibitoren der Ral–
GEF- (BQU57, 18)
259
 oder Rho–GEF-Interaktion (Rhosin, 19)260. Zudem konnte durch eine HBS-
stabilisierte Helix von SOS ein Peptid-basierter Inhibitor der Ras–SOS-Wechselwirkung mit zellulärer 
Aktivität entwickelt werden.
95
 Es ist allerdings davon auszugehen, dass eine Inhibition der GTPase–GEF-
Interaktion keinen generellen Ansatz zur Bekämpfung von Krebs liefert.
23–25,233
 Dieser Ansatz gilt jedoch als 
vielversprechend, wenn die Überaktivität der GTPase durch eine erhöhte GEF-Aktivität aufgrund von 
Mutationen vorgeschalteter Signalwege oder der GEFs selbst ausgelöst wird. Das trifft insbesondere auf die 
kleinen GTPasen der Rho–Familie oder der Ral–Unterfamilie zu, da diese nur selten direkt mutiert sind.185,261 
Ras–Proteine sind jedoch in 20-30% aller Tumore direkt von einer Mutation betroffen, sodass die Inhibition 
der Ras–GEF-Wechselwirkung für Ras–GTPasen nur begrenzte Wirksamkeit haben dürfte.  
Stabilisierung von GTPase-Protein-Komplexen 
Die Inhibition von PPIs kleiner GTPasen ist eine anspruchsvolle Aufgabe, da diese PPIs zumeist über 
ausgedehnte und gering-profilierte Interaktionsoberflächen vermittelt werden. Zudem müssen solche 
Inhibitoren mit optimierten nativen Interaktionspartnern konkurrieren, die zum Teil nanomolare 
Bindungsaffinitäten besitzen. Eine Alternative bietet die Stabilisation von GTPase–Protein-Komplexen.262,263 
Bei der Stabilisation von Protein-Komplexen müssen die Inhibitoren nicht mit den optimierten 
Bindungspartnern konkurrieren, sondern binden an den bereits vorhandenen Komplex. Außerdem bieten 




Proteinkomplexe potentielle neue Bindetaschen die erst durch die Interaktion der Proteine entstehen oder 
sich an den Wechselwirkungsflächen bilden. Der Naturstoff BrefeldinA (BFA, 20) stabilisiert die Interaktion 
von Arf–GDP mit seinem GEF ARNO und verhindert auf diese Weise eine Aktivierung von Arf (Abbildung 
18).
264,265
 Die Suche nach Synthetischen PPI Stabilisatoren lieferte LM11 (21), einen weiteren Stabilisator 





Abbildung 18. Stabilisatoren von GTPase-Protein-Komplexen. 
 
Inhibition von GTPase-Effektor Interaktionen 
Als universellster Ansatz in der Entwicklung von GTPase Inhibitoren gilt die Inhibition der GTPase–
Effektor Interaktion. Unabhängig von der Ursache der Überaktivierung, unterbricht eine Inhibition der 
GTPase–Effektor Wechselwirkung das GTPase–Signal bevor es durch den Kontakt mit Effektor-Proteinen 
an die einzelnen Signalwege weitergegeben werden kann. Der potentielle Erfolg einer solchen Strategie 
konnte bereits durch das Blockieren der H-Ras–GTP Effektor-Bindestelle mit Hilfe von intrazellulär 
exprimierten Antikörper-Fragmenten gezeigt werden.
268,269
 Die Beschaffenheit der GTPase–Oberfläche 
sowie die große Konkurrenz mit nanomolaren Effektor-Proteinen erschwert jedoch die Entwicklung eines 
niedermolekularen Inhibitors. Orthosterische Inhibitoren der Ras–Raf–Wechselwirkung wie Kobe0065 (22) 
konnten in einigen Assay-Setups identifiziert werden,
270–272
 allerdings sind diese Verbindungen noch weit 
von einer potentiellen Anwendung entfernt (Abbildung 19). Ebenso ist die Entdeckung eines zweiten, GTP-
gebunden Zustands mit reduzierter Effektor-Affinität für Ras–GTPasen ein potentiell interessanter 
Ansatzpunkt, aber die aktuellen allosterischen Ras–Inhibitoren wie der Metallkomplex Bis(2-picolyl)amin 
(BPA, 23) sind lediglich geeignet, die prinzipielle Machbarkeit eines solchen Ansatzes zu untersuchen 
(Abbildung 19).
273–275
 Als aktuell vielversprechendster Ansatz zählt die Entwicklung von mono- und 
bizyklischen Peptiden, die in der Lage sind, submikromolare Affinitäten gegenüber Ras–GTPasen zu 
erreichen.
276,277
 Während die erste Generation dieser Inhibitoren nicht in ausreichendem Maße zellgängig ist, 









Abbildung 19. Inhibitoren der GTPase-Effektor Interaktion.  
 
Bei den bisher identifizierten Modulatoren der GTPase-Aktivität handelt es sich nahezu ausnahmslos um 
Verbindungen, die lediglich die prinzipielle Machbarkeit des gewählten Ansatzes zeigen.
23,24
 Sie vermögen 
es jedoch nicht die PPIs kleiner GTPasen effektiv zu modulieren. Da kleine GTPasen nicht über ein aktives 
Zentrum oder ausgeprägte hydrophobe Bindetaschen verfügen, stoßen die klassischen Strategien der 
Medikamentenentwicklung an ihre Grenzen. Die Forschung erlernt und entwickelt aktuell neue Strategien, 
die das effektive Adressieren anspruchsvoller PPIs ermöglichen. Allerdings ist davon auszugehen, dass die 
hier diskutierte Problematik nicht von einer Verbindung alleine gelöst werden kann. Aus heutiger Sicht 
erscheinen besonders makrozyklische PPI-Inhibitoren als eine besonders vielversprechende Substanzklasse, 
die dieser anspruchsvollen Aufgabe gewachsen sein könnte. 
  




4 Zielsetzung der Arbeit 
Die Modulation und Inhibition der Signalweiterleitung über kleine GTPasen steht aktuell im Fokus der 
Medikamentenentwicklung. Allerdings sind ihre gering-profilierten und ausgedehnten 
Proteinwechselwirkungsoberflächen mit klassischen niedermolekularen Verbindungen nur äußerst schwer zu 
adressieren. Die Inhibition von Kinasen nachgeschalteter Signalwege führte zu der Entwicklung einiger 
zugelassener Medikamente, brachte allerdings aufgrund von Resistenzen und ungenügender Wirksamkeit 
nicht den erhofften Durchbruch in der Krebstherapie. Die bisher beschriebenen Modulatoren kleiner 
GTPasen verfügen nicht über ausreichende Affinität oder zelluläre Wirksamkeit und sind noch weit von 
einer klinischen Anwendung entfernt. Sie zeigen jedoch die prinzipielle Adressierbarkeit von kleinen 
GTPasen und liefern neue Ansatzpunkte für die Modulation ihrer PPIs. Insbesondere die kleinen GTPasen 
der Rab–Familie werden zunehmend mit menschlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Rab–
GTPasen repräsentieren die größte Familie der kleinen GTPasen und sind zentrale Schlüsselproteine bei der 
Regulation von vesikulären Transportprozessen in der Zelle. Peptid-basierte PPI Inhibitoren besitzen 
aufgrund ihrer großen Interaktionsflächen und flexiblen Oberflächenanpassung ausgezeichnete 
Voraussetzungen für die Adressierung von Rab–GTPasen und ihrer Wechselwirkungen.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Modulatoren von Rab–GTPasen mit Hilfe Peptid-basierter 
Sekundärstrukturmimetika entwickelt werden. Insbesondere der Einsatz -helikaler Strukturmimetika führte 
im Laufe des letzten Jahrzehnts zur Identifizierung zahlreicher Inhibitoren schwer adressierbarer PPIs. Diese 
Peptidmimetika besitzen im Vergleich zu niedermolekularen Verbindungen eine vergrößerte 
Wechselwirkungsfläche und sind in der Lage, die Bindungsepitope natürlicher Interaktionspartner 
nachzubilden. Eine Untersuchung der Strukturen von Rab–Protein-Komplexen identifizierte zahlreiche -
Helices als Bindungsdomänen zwischen Rab–GTPasen und ihren Interaktionspartnern. Daher sollte das 
Potential stabilisierter -Helices für die Modulation von Rab–GTPasen untersucht werden. Mit Hilfe von  
-methylierten, kohlenwasserstoffverbrücktenen Peptiden (hydrocarbon stapled peptides), dem bisher 
erfolgreichsten Ansatz zur Synthese -helikaler Peptidmimetika, sollten die identifizierten -Helices für die 
Bindung an Rab–GTPasen optimiert werden (Abbildung 20). Die identifizierten Binder sollten anschließend 
durch systematische Verbesserung ihrer biologischen Verfügbarkeit weiterentwickelt und ihr Potential in 
vitro und in cellulo evaluiert werden. 
 
Abbildung 20. Schematische Darstellung der Adressierung von Rab–PPIs mit Hilfe von -methylierten, 
kohlenwasserstoffverbrückten Peptiden. 




In einem unabhängigen Ansatz sollte eine neue Methode zur Synthese kohlenwasserstoffverbrückter Peptide 
entwickelt werden. Zwar existieren zahlreiche Methoden zur Synthese -helikal stabilisierter Peptide, doch 
die unterschiedlichen Eigenschaften und Limitierungen der einzelnen Methoden fördern den Bedarf an 
zusätzlichen Strategien. Bei der Entwicklung einer neuen Methode sollten die besonderen Vorzüge der  
-methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide, nämlich ihre -Methylierung und der hydrophobe 
Charakter der Verbrückung, beibehalten und durch neue chemische Funktionalitäten erweitert werden. 
Zudem sollte die neue Methode mit den Anforderungen der Festphasenpeptidsynthese (solid-phase peptide 
synthesis, SPPS) kompatibel sein, um einen überschaubaren synthetischen Aufwand zu gewährleisten und 
die strukturelle Diversität der zugänglichen Aminosäurebibliotheken auszunutzen. Die zur Olefin-
Ringschlussmetathese (RCM) analoge Alkin-Ringschlussmetathese (RCAM) sollte dabei als Grundlage für 
die Entwicklung dieser neuen Verbrückung dienen (Abbildung 21). Da RCM und RCAM orthogonale 
Reaktionen darstellen, sollte die Synthese bizyklischer Peptide mit Hilfe von Olefin- und Alkin-
Verbrückungen untersucht werden. 
 
Abbildung 21. Schematische Darstellung der -methylierten Kohlenwasserstoffverbrückung mit Hilfe von Alkin-
Ringschlussmetathese (RCAM) auf fester Phase.  
 
Die Entwicklung direkter Modulatoren der PPIs kleiner GTPasen stellt eine anspruchsvolle Aufgabe dar. 
Daher wurden in der Vergangenheit bereits indirekte Methoden zur Modulation der GTPase-Aktivität 
getestet. Die Inhibition der Farnesyltransferase (FT) und des Guaninnukleotiddissoziationsinhibitors (GDI) 
PDE bewirken beispielsweise die Delokalisation kleiner GTPasen innerhalb der Zelle. Eine Co-
Kristallstruktur des Lipid-bindenden Proteins UNC119 mit einem myristoylierten Peptidfragment zeigt eine 
-helikale Struktur des Peptid-N-Terminus während der Bindung. Ausgehend von diesem 
Sekundärstrukturelement sollten Peptid-basierte UNC119 Inhibitoren entwickelt werden. Da UNC119 für 
den Transport essentieller Proteine der Zellteilung verantwortlich ist, sollte die zelluläre Reaktion auf 
UNC119 Inhibitoren untersucht werden und UNC119 als potentielles Zielprotein für die 
Medikamentenentwicklung evaluiert werden.  
  




5 Ergebnisse und Diskussion 
5.1 Synthese hydrophob-verbrückter Peptide zur Inhibition 
von Rab–GTPasen 
(Diese Studie wurde in Zusammenarbeit mit Dr. J. Spiegel durchgeführt und veröffentlicht.
278–280
 Die 
Proteinexpression und Aufreinigung erfolgte in Kooperation mit Frau Nathalie Bleimling und der Dortmund 
Protein Facility) 
Wie bereits in Abschnitt 3 erörtert, wird eine Fehlregulation der kleinen GTPasen der Rab–Familie 
zunehmend mit menschlichen Krankheiten assoziiert.
178,198
 Daher gewinnen sie als Zielproteine in der 
Wirkstoffforschung vermehrt an Bedeutung. Wie alle kleinen GTPasen der Ras–Superfamilie interagieren 
auch Rab–Proteine vor allem über großflächige und gering-profilierte PPIs, deren Adressierung und 
Modulation sich als äußerst anspruchsvoll darstellt. So wurde bisher lediglich eine niedermolekulare 
Verbindung identifiziert, die als nukleotidkompetitiver Inhibitor für Rab7 fungiert.
253
 Der Erfolg 
nukleotidkompetitiver Inhibitoren gilt jedoch aufgrund der hohen intrazellulären Nukleotidkonzentrationen 
und der hohen Nukleotidaffinitäten kleiner GTPasen als äußerst unwahrscheinlich (siehe Abschnitt 3.4). 
Darüber hinaus ist der beschriebene Inhibitor nicht selektiv für Rab–Proteine, sondern beeinflusst als pan-
GTPase Inhibitor auch eine Reihe anderer kleiner GTPasen der Ras–Superfamilie.254 Dies verstärkt das 
Bedürfnis nach einem selektiven und effektiven Modulator von Rab–Protein Wechselwirkungen. Eine solche 
Verbindung könnte als Hilfsmittel zur Untersuchung biologischer Zusammenhänge zu einem genaueren 
Verständnis von Rab–GTPasen beitragen oder sogar als Ausgangpunkt für die Entwicklung Rab–basierter 
Therapeutika dienen. Die Identifikation des ersten -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Binders für 
Rab8a (Peptid 42) ist im Detail in der Arbeit von Dr. Jochen Spiegel diskutiert.
280
 Im Folgenden sind die 
wichtigsten Entwicklungsschritte zusammengefasst. 
Rab–GTPasen, die größte Familie der Ras–Superfamilie mit mehr als 60 Proteinen, verfügen über eine große 
Anzahl an Interaktionspartnern. Durch die Kristallstruktur von einigen Interaktionspartnern oder deren 
Bindungsdomänen im Komplex mit Rab konnte die exakte Natur der Bindung entschlüsselt werden. Eine 
Durchsicht der frei zugänglichen Kristallstrukturen von Rab–Protein-Komplexen in der PDB (protein data 
bank)
281
 identifizierte die -Helix als dominierendes Sekundärstrukturelement der Rab–bindenden 
Domänen.
282,283
 Aufgrund dieser Beobachtungen wurde nach geeigneten Startstrukturen gesucht, um den 
Einsatz stabilisierter -Helices als neuartige Inhibitoren für Rab–PPIs zu untersuchen.  




5.1.1 Identifikation von -helikalen Fragmenten als Inhibitoren von Rab 
Protein-Protein Interaktionen 
Zur Selektion der Peptidsequenzen, wurden ihre Interaktionsflächen mit Rab mit Hilfe der Software MSMS 
(maximal speed molecular surface)
284
 quantifiziert und der Anteil der identifizierten Helix an der 
Gesamtinteraktionsfläche berechnet (Abbildung 22). Die Interaktionsfläche der -Helix sollte dabei die 
Oberfläche klassischer niedermolekularer Verbindungen übersteigen (>600 Å
2
) und sollte einen großen 
Anteil der gesamten Interaktionsfläche ausmachen. Peptidsequenzen, bei denen bereits durch 
Mutationsstudien oder durch die Verkürzung der Bindedomäne eine geringe Affinität zum Zielprotein 
prognostiziert wurde, wurden von weiteren Betrachtungen ausgeschlossen. Dies lieferte neun 
Peptidsequenzen (25 – 33), deren Bindungsaffinität gegenüber Rab–GTPasen in einem direkten Fluoreszenz-
polarisations-(FP) Experiment evaluiert wurde (Abbildung 22). Dazu wurden die Wildtyp-Sequenzen an 
Rink-Amid-MBHA-Harz mittels Fmoc-basierter Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis, 
SPPS) hergestellt. Die Synthese erfolgte mit Hilfe eines Mikrowellen-gestützten Syntheseroboters. 
Abschließend wurden alle Peptidsequenzen mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert und auf 
ihre Affinität zu einer Auswahl an Rab–GTPasen getestet. Da der Nukleotidbindezustand der Rab–GTPasen 
entscheidenden Einfluss auf die Affinität der Bindungspartner hat, wurden alle zugänglichen Rab–Proteine in 
allen möglichen Nukleotidbindezuständen (GTP, GDP und nukleotidfrei (NF)) hergestellt und getestet. 
Obwohl die intrinsische Hydrolyserate von Rab–GTPasen physiologisch nicht ausreicht um diese effektiv zu 
deaktivieren, ist sie für in vitro Experimente dennoch zu groß, sodass GTP durch das hydrolysestabile 
Derivat GppNHp ausgetauscht wurde. Die nukleotidfreie Form der Rab–Proteine kommt in der Natur nur in 
einem stabilisierenden Komplex mit den zugehörigen GEFs vor. Wenn dieser Zustand in vitro ohne den 
stabilisierenden Einfluss eines GEFs erzeugt wird, führt das zu geringer thermodynamischer Stabilität und 
erhöhter Aggregation.
285
 Die erreichten Maximalkonzentrationen für die nukleotidfreien Rab–GTPasen 
variieren daher deutlich und liegen weit unter denen der nukleotid-gebundenen Formen.  
Für die beiden nukleotid-gebundenen Zustände (GDP, GppNHp) zeigten alle untersuchten Wildtyp-Peptide 
im FP-Experiment eine vernachlässigbare Affinität (KD > 300 µM). Da aufgrund der fehlenden 
stabilisierenden Tertiärstruktur die ursprüngliche Sekundärstruktur verloren geht, wird die Affinität der 
flexiblen Peptidsequenzen gegenüber dem Zielprotein stark geschwächt (Abbildung 3).
41,42
 Für die 
nukleotidfreien Rab–Proteine konnten allerdings vier Peptide (25, 27, 32, 33) identifiziert werden, die 
Dissoziationskonstanten im niedrigen mikromolaren Bereich (KD < 20 µM) aufweisen (Abbildung 22). 
Durch die stark erhöhte Flexibilität der nukleotidfreien Rab–Proteine, insbesondere im Bereich der Switch-
Regionen und der P-Schleife, besteht so die Möglichkeit, dass die Peptidsequenzen eine induced fit-Bindung 
mit den nukleotidfreien Rab–GTPasen eingehen. Eine wahrnehmbare Selektivität zwischen den 
unterschiedlichen Rab–Proteinen lässt sich bei den vier identifizierten Peptidsequenzen nicht erkennen. Da 
allerdings wie in Abschnitt 3.1 beschrieben, zahlreiche Rab–Bindepartner an viele verschiedene Rab–




GTPasen binden und die untersuchten Peptidsequenzen nur einen Teil der Rab–bindenden Domänen 
darstellen, verwundert die fehlende Selektivität wenig. Nichtsdestotrotz ist die Identifikation von vier Rab–
bindenden Wildtyp-Peptidsequenzen ein guter Startpunkt für die Stabilisation dieser -Helices (Abbildung 
22). Die vier ausgewählten Peptidsequenzen repräsentieren dabei alle möglichen Klassen an Rab–bindenden 
Proteinen. R6IP1 (25) und LidA (27) sind von Effektor-Proteinen abgeleitet, Rabin8 (32) von einem GEF 
und REP1 (33) von einem Eskortprotein. 
 
Abbildung 22. Helikale Bindemotive von Rab–Interaktionspartnern in Anlehmung an Spiegel et al..278  
(a) Kristallstrukturen von Rab–GTPasen im Komplex mit natürlichen Bindepartnern. An der Bindung beteiligte 
Helices, sind rot hervorgehoben. (b) Wildtyp-Sequenzen mit ihrem Ausgangsprotein, der Aminosäure Sequenz, 
Wechselwirkungsfläche, sowie eine Heatmap-Darstellung der Dissoziationskonstanten mit den nukleotidfreien Rab–
GTPasen. Die vier für weitere Studien ausgewählten Peptidsequenzen sind grau hinterlegt. Der Anteil der 
Interaktionsfläche an der Gesamtwechselwirkung ist in Klammern angegeben. * Nukleotidfreie Rab–Proteine zeigen 
geringe Stabilität. Daraus ergeben sich folgende maximale Konzentrationen im FP-Experiment: Rab1b(NF) = 105 µM, 
Rab5a(NF) = 4 µM, Rab6a(NF) = 140 µM, Rab7a(NF) = 57 µM, Rab8a(NF) = 34 µM, Rab9a(NF) = 5 µM, 
Rab11a(NF) = 171 µM. Bindungskurven, die kein Plateau erreichten, wurden extrapoliert um vergleichbare KD-Werte 
zu erhalten. Eine Auflistung der Dissoziationskonstanten befindet sich im Anhang (Tabelle 15-17). 




5.1.2 Synthese -methylierter Bausteine für die Synthese 
kohlenwasserstoffverbrückter Peptide 
Für die konformative Stabilisierung der -helikalen Peptidsequenzen wurde die Methode der -methylierten, 
Kohlenwasserstoffverbrückung (hydrocarbon peptide stapling)
16
 ausgewählt. Für die Synthese der 
verbrückten Peptide werden -Methyl--alkenyl-aminosäurebausteine verwendet, die teilweise nicht 
kommerziell verfügbar waren oder in größeren Mengen benötigt wurden. Da für die Synthese von 
Aminosäuren zahlreiche Methoden bekannt sind,
286
 ließen sich die einzelnen Fmoc-geschützten Bausteine 
anhand etablierter Syntheseprotokolle herstellen.
287
 Einen universellen Ansatz für die Synthese von  
-methylierten Aminosäuren bietet die Methode der Alkylierung von chiralen Ni(II)-Komplexen von 
Alanin-Schiffbasen,
288–290
 die bereits für die Synthese des -methylierten, -alkenylierten Bausteins Fmoc-
S5-OH (39) angewendet wurde (Abbildung 23).
291
 Dafür wurde zunächst der chirale Ni(II)-Komplex (36) 
synthetisiert.
292,293
 Als erstes wurde L-Prolin mit Benzylchlorid im Basischen zu N-Benzylprolin (34) 
umgesetzt. Die Amidierung von 34 mit 2-Aminobenzophenon erfolgte anschließend mit Hilfe von 
Mesylchlorid und N-Methylimidazol. Das entstandene chirale Auxiliar (S)-2-[N-(N‘-
Benzylprolyl)aminobenzophenon (35, BPB) wurde schließlich mit racemischen Alanin und Nickel(II)-nitrat 
unter basischen Bedingungen zum chiralen Ni(II)-Ala-(S)-BPB Komplex (36) umgesetzt. Deprotonierung 
der -Alanylposition und Alkylierung mit 5-Iodpent-1-en (37), welches zuvor in einer Finkelsteinreaktion 
aus 5-Brompent-1-en dargestellt wurde, lieferte Komplex 38 mit exzellenter Diastereoselektivität. Die 
Zersetzung von 38 mit HCl setzte das chirale Auxiliar 35 und die ungeschützte -Methyl--pentenyl-
aminosäure frei, die mit N-Fmoc-Succinimid im Basischen zu Baustein Fmoc-39-OH umgesetzt wurde. 





Abbildung 23. Synthese des -Methyl--pentenyl-bausteins Fmoc-S5-OH (39). a) NaOMe, BnCl, MeOH, 50° C, 16 h; 
b) 1. MsCl, N-Methylimidazol, DCM, 0° C, 1h; 2. 2-Aminobenzophenon, Reflux, 16 h; c) D/L-Alanin, KOH, Ni(NO3)2, 
MeOH, Reflux, 2 h; d) NaI, Aceton, Reflux, 2 h; e) 37, KOH, DMF, 0° C bis Raumtemperatur, 2 h; f) 1. HClaq., MeOH, 
Reflux, 2 h; 2. Fmoc-Osu, Na2CO3, Dioxan/Wasser, Raumtemperatur, 7d. 
 
5.1.3 Synthese kohlenwasserstoffverbrückter α-helikaler Peptide zur 
Binding von Rab–GTPasen 
Die Synthese der -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide erfolgte mittels SPPS an TentaGel 
Rink-Amid-Harz nach Standard-Fmoc-Bedingungen (Abbildung 24). Dabei wurde für den Einbau von 
proteinogenen Aminosäuren HCTU als Kupplungsreagenz verwendet. Um bei sterisch anspruchsvolleren 
Kupplungen größtmögliche Effizienz zu erzielen, wurde für die Kupplung der -methylierten Bausteine und 
der nachfolgenden Aminosäuren COMU als Kupplungsreagenz eingesetzt.
294
 RCM erfolgte quantitativ an 
fester Phase mit Grubbs-I-Katalysator und das freigesetzte Ethen wurde im Argon-Gegenstrom ausgetrieben. 
Abschließend wurden die Peptide N-terminal entweder mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat für FP-
Messungen, einem Affinitätslabel oder einer Acetylgruppe funktionalisiert. 





Abbildung 24. Schematische Darstellung der Synthese von -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptiden.  
a) Fmoc-Entschützung: Piperidin/DMF (2/8, v/v); b) Kupplung AS: Fmoc-AS-OH, HCTU, DIPEA, DMF; c) Kupplung 
S5: Fmoc-S5-OH,COMU, Oxyma, DIPEA, DMF; d) RCM: Grubbs-I-Katalysator, DCE; e) Funktionalisierung;  
f) Abspaltung: TFA, TIPS, Wasser (95/2.5/2.5, v/v/v); X = Acetyl, Fluorescein-PEG-Konjugat, Biotin-PEG-Konjugat.  
 
Das Design der -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide erfolgte auf Basis der jeweiligen 
Kristallstruktur. Dazu wurde die bisher am erfolgreichsten eingesetzte i,i+4 Architektur
16
 als einheitliche 
Geometrie für den Einbau der Seitenkettenverbrückung ausgewählt. Um die exakten Positionen für den 
Einbau der -methylierten Bausteine zu lokalisieren, wurden in der jeweiligen Kristallstruktur nicht an der 
Bindung beteiligte Reste identifiziert um eine mögliche Beeinflussung der Bindungsmodalitäten zu 
reduzieren. Nach diesem Grundsatz wurden alle möglichen -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten 
Peptide synthetisiert und auf ihre Affinität getestet (Abbildung 25a). Innherhalb der R6IP1 Sequenz (25) 
konnten drei unterschiedliche Positionen für den Einbau der Kohlenwasserstoffverbrückung identifiziert 
werden (40 – 42). Zusätzlich wurde eine N-terminal verkürzte Sequenz synthetisiert (43). Für LidA (27) 
ergaben sich die stabilisierten Peptide 44 – 46. Aufgrund der größeren Länge der -Helix von Rabin8 (32) 
wurden vier Peptide (47 – 50) entworfen. Für REP1 (33) waren nur zwei Sequenzen (51, 52) synthetisch 
zugänglich, was wahrscheinlich auf die Helix-brechenden Eigenschaften von Pro381 zurückzuführen ist. Die 
Untersuchung der Sekundärstruktur mittels Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie zeigte einen erhöhten 
helikalen Charakter für nahezu alle -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide. Im Vergleich zu 
den nicht-modifizierten Wildtyppeptiden wiesen 40 (36%) und 47 (35%) die größte -Helizität auf 
(Abbildung 25a). 





Abbildung 25. Sequenzen und Bindungsstudien der -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide in 
Anlehmung an Spiegel et al..
278
 (a) Sequenzen der modifizierten Peptide, die entsprechende -Helizität und eine 
Heatmap-Darstellung der mittels FP bestimmten Dissoziationskonstanten. Die -methylierten Olefinbausteine (gelb) 
sind farblich hervorgehoben. * Maximalkonzentrationen der Rab–GTPasen: Rab1b(NF) = 110 µM, Rab5a(NF) = 5 µM, 
Rab6a(NF) = 100 µM, Rab8a(NF) = 34 µM, Rab9a(NF) = 68 µM, Rab11a(NF) = 170 µM, Rab(GDP) = 300 µM, 
Rab(GppNHp) = 300 µM. (b) Repräsentatives CD-Spektrum der acetylierten Peptide 25, 40 – 43, sowie (c) 
Bindungsdaten der Fluorescein-markierten Peptide 25, 40 – 43 mit Rab8a. Eine Auflistung der exakten 
Dissoziationskonstanten befindet sich im Anhang (Tabelle 18). 
 
Analog zu den nicht-modifizierten Wildtyp-Peptiden wurde die Affinität aller Fluorescein-markierten  
-methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide in einem FP-Assay gegenüber einer Auswahl an Rab–
GTPasen in allen drei Nukleotidbindungszuständen bestimmt (Abbildung 25a). Dabei zeigten nahezu alle 
stabilisierten Peptide eine erhöhte Bindungsaffinität gegenüber den nukleotidfreien Rab–Proteinen im 
Vergleich zu den nicht-modifizierten Wildtyp-Peptiden. Die Steigerungen der Affinitäten waren in einigen 
Fällen beträchtlich und erreichten das bis zu 200-fache. Für Rab8a(NF) und Rab11a(NF) konnten sogar 
Affinitäten im submikromolaren Bereich gemessen werden, dabei waren 52 (KD = 0.40 ± 0.02 µM für 
Rab11a(NF)) und 42 (KD = 0.42 ± 0.03 µM für Rab8a(NF)) die stärksten identifizierten Binder. Die höchsten 
Affinitäten für Rab1b(NF), Rab5a(NF) und Rab6a(NF) lagen zwischen 1.0 µM und 1.1 µM. Lediglich für 
Rab9a(NF) konnten keine Dissoziationskonstanten von weniger als 10 µM beobachtet werden. 
Überraschenderweise konnte für die Peptide 45 und 46 kein Affinitätsgewinn beobachtet werden. Außerdem 
führte eine Verkürzung der -helikalen Peptidsequenz im Fall von 43 zu einer verringerten Affinität. Wie 
schon für die nicht-modifizierten Wildtyp-Peptide beobachtet, wiesen auch die stabilisierten Analoga nur 




eine vernachlässigbare Selektivität zwischen den verschiedenen Rab–Proteinen auf. Darüber hinaus zeigten 
sie nur geringe Affinitäten (>100 µM) gegenüber der GDP-gebundenen und den meisten GppNHp-
gebundenen Rab–GTPasen. Allerdings erreichten einige Peptide (40, 47, 48, 50, 51, 52) moderate Affinitäten 
im Bereich von 50 µM bis 100 µM bei der Bindung an Rab8a(GppNHp). Bemerkenswerterweise konnte für 
das auf R6IP basierende -methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptid 42 eine Affinität von  
KD = 22.2 µM gegenüber aktiviertem Rab8a(GppNHp) beobachtet werden. Darüber hinaus zeigt 42 eine 
mindestens 5-fache Selektivität gegenüber allen anderen untersuchten Rab–GTPasen und repräsentiert den 
ersten direkten Binder einer aktivierten Rab–GTPase.278 
 
5.1.4 In vitro Evaluierung eines -helikalen Rab8 Binders 
Infolge der in Abschnitt 5.1.3 beschriebenen Identifikation von 42, dem ersten Binder einer aktivierten Rab–
GTPase, wurde das Potential von 42 weiter untersucht. Erst die Verknüpfung von Bindung mit funktionellen 
Eigenschaften macht die Entdeckung von 42 besonders interessant. Da bisher lediglich die Bindung von 42 
an Rab8a(GppNHp) in einem direkten FP-Assay mit aufgereinigtem Protein nachgewiesen wurde, wurde 
nun die Bindung in einem komplexeren Kontext untersucht. Da Funktion und Regulation von Rab–Proteinen 
durch ein komplexes Netzwerk aus zahlreichen PPIs gesteuert werden, wurde zudem der Einfluss von 42 auf 
eine Rab8a vermittelte PPI analysiert. Außerdem handelt es sich bei Rab–GTPasen um Proteine des 
Zytoplasmas, sodass ebenfalls die zelluläre Aufnahme des Peptids untersucht wurde. Darüber hinaus wurde 
die Proteolysestabilität von 42 evaluiert.  
Präzipitation des Zielproteins aus Zelllysat und Inhibition einer Rab8 Protein–
Protein Interaktion 
Für biologisch aktive Verbindungen ist es essentiell ihr Zielprotein auch in einer komplexen 
Proteinmischung zu binden. Daher wurde 42 auf seine Fähigkeit hin untersucht Rab8 in Zelllysat zu 
präzipitieren. Peptid 42 wurde dafür mit einem Biotin-PEG-Konjugat affinitätsmarkiert und auf mit 
Streptavidin beschichteten Kügelchen (beads) immobilisiert. Anschließend wurden die Kügelchen mit 
Rab8a(GppNHp) angereichertem HCT116-Zelllysat inkubiert und die von der Kügelchenoberfläche eluierten 
Proteine mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Mit Hilfe eines für Rab8a spezifischen Antikörpers 
konnten die im FP-Experiment ermittelten Affinitätsverhältnisse des stabilisierten Peptids 42 und seines 
nicht-modifizierten Vorläufers 25 hinreichend reproduziert werden (Abbildung 26a). Während für das nicht-
modifizierte Peptid 25 nur eine leicht intensivere Bindung im Vergleich zur Negativkontrolle (DMSO) 
festzustellen ist, erreichte das -methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptid 42 eine deutliche Bindung 
von Rab8a. 





Abbildung 26. Präzipitation und Verdrängungsexperimente in Anlehnung an Spiegel et al..
278
 (a) Präzipitation von 
Rab8a(GppNHp) aus angereichertem HCT116-Zelllysat mit den biotinylierten Analoga von Peptid 25 und 42.  
(b) Kompetition von Rab8a(GppNHp) (10 µM) gebundenem Fluorescein-markiertem OCRL1539-901 (50 nM) mit 
steigenden Konzentrationen an acetyliertem Peptid 25, 42 und 43. Dreifachmessungen, Fehler entsprechen 1  
 
Da die Affinität von 42 im Bereich einiger natürlicher Effektoren von Rab–GTPasen liegt,295,296 wurde 42 
verwendet um die PPI von Rab8a mit seinem Effektorprotein Oculocerabrorenal Syndrom of Lowe Protein 
(OCRL1) zu inhibieren. Das periphere Membranprotein OCRL1 ist hauptsächlich am Golgi Apparat 
lokalisiert und Mutation und Fehlregulation von OCRL1 stehen mit dem Ausbruch und Fortschreiten des 
Lowe Syndroms in Verbindung.
297
 Nach rekombinanter Expression der Rab8 Bindungsdomäne von OCRL1, 
OCRL539-901, wurde diese mit N-Hydroxysuccinimid-Fluorescein unspezifisch markiert und ihre Bindung an 
Rab8a(GppNHp) in einem FP-Experiment überprüft. Die ermittelte Affinität von 1.7µM (Anhang, 
Abbildung 55) korreliert dabei gut mit der mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) bestimmten 
Affinität von 0.9 µM.
296
 In einem FP-Verdrängungsexperiment konnte ein zuvor gebildeter Komplex aus 
Rab8a(GppNHp) und OCRL539-901 mit zunehmender Konzentration von acetyliertem Peptid 42 aufgelöst 
werden (Abbildung 26b). Während 42 in der Lage ist die Bindung von OCRL539-901 an Rab8a(GppNHp) zu 
inhibieren (IC50 = 490 µM), gelingt dies mit den weniger affinen Peptiden 25 und 43 nicht.  
Proteasestabilität und Zellgängigkeit 
(Die Analyse der zellulären Aufnahme der Peptide wurde von Dipl. Biol. Philipp Küchler durchgeführt.) 
Eine generelle Schwäche von Peptiden ist ihre geringe Stabilität gegenüber Proteasen. Kovalente 
Verbrückungen repräsentieren jedoch eine mögliche Strategie, um die Anfälligkeit gegenüber Proteasen zu 
reduzieren. Daher wurden einige Peptide auf ihre Proteasestabilität gegenüber Proteinase K getestet. 
Proteinase K ist eine aus dem Schlauchpilz Engyodontium album gewonnene Serinprotease mit sehr breiter 
Substratspezifität, die sowohl als Exo- wie auch als Endo-Peptidase fungiert. Im Vergleich mit anderen 
Proteasen lieferte eine Analyse der R6IP1 Peptidsequenz 11 potentielle Schnittstellen für Proteinase K (mit 
Hilfe von Peptide Cutter (ExPASy)).
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 Zur Analyse wurden die Peptide bei Raumtemperatur mit 
Proteinase K (10 µg/mL) inkubiert und ihre Stabilität mittels analytischer HPLC beobachtet. Der rapide 
Abbau des nicht-modifizierten Peptids 25 konnte auf diese Weise mit einer Halbwertszeit (t1/2) von <5 s 
abgeschätzt werden (Abbildung 27a). Aufgrund der geringen proteolytischen Stabilität war eine exaktere 




Bestimmung der Halbwertszeit nicht möglich. Wie erwartet, wies das -methylierte, 
kohlenwasserstoffverbrückte Peptid 42 eine größere Resistenz gegenüber dem proteolytischen Verdau auf 
(t1/2 = 18 s). Die Halbwertszeit von unter 20 s ist jedoch nur eine geringe Steigerung im Vergleich zum 
Ursprungspeptid und zu gering für biologische Anwendungen. Der Vergleich mit Peptid 53, bei dem die 
Kohlenwasserstoffverbrückung nicht mittels RCM geschlossen wurde, zeigte mit einer proteolytischen 
Stabilität von t1/2  ~ 6 s das erwartete Ergebnis mit einer Halbwertszeit zwischen Wildtyp- und verbrücktem 
Peptid. Während die kovalente Verknüpfung der -Methyl--alkenyl-bausteine nur geringen Einfluss auf die 
Affinität gegenüber Rab8a(GppNHp) hatte (Peptid 53 und 42), reduzierte sich die proteolytische Stabilität 
um das 3-fache (Abbildung 27a). Eine genaue Analyse des proteolytischen Verdaus von 42 identifizierte 
jedoch ein äußerst stabiles Peptidfragment (54) mit einer Halbwertszeit von t1/2 = 1330 min. Die 
Charakterisierung von 54 mit Hilfe von HPLC-MS Analytik ergab, dass es sich bei diesem Fragment um 
eine C-terminal verkürzte Form von 42 handelt. In Gegenwart von Proteinase K verliert 42 innerhalb 
kürzester Zeit die fünf C-terminalen Aminosäuren S912 – V916. Ein Fragment (54) von 12 Aminosäuren 
(D900 – L911) in der Umgebung der Kohlenwasserstoffverbrückung zeigt jedoch hohe proteolytische 
Stabilität (t1/2 = 1330 min). 
Da es sich bei Rab8a um ein intrazelluläres Protein handelt, muss eine Substanz in der Lage sein die 
Zellmembran zu überwinden, um im Zellexperiment eine Funktion ausüben zu können. Aus diesem Grund 
wurde die zelluläre Aufnahme des -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptids 42 in HeLa-Zellen 
untersucht. HeLa-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an Fluorescein-markiertem Peptid 
inkubiert und überschüssiges Peptid durch Waschen entfernt. Anschließend wurden die Zellen fixiert und die 
Fluoreszenzintensität im Konfokalmikroskop analysiert (Abbildung 27b). Diese Methode liefert zwar 
teilweise falsch-positive Ergebnisse,
154,299,300
 allerdings lassen sich dadurch schnell erste Trends ablesen. 
Während das nicht-modifizierte Peptid 25 auch bei hohen Konzentrationen (50 µM) keine zelluläre 
Aufnahme zeigte, konnte das -methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptid 42 bei Konzentrationen im 
Bereich von 10 µM in geringen Mengen in HeLa-Zellen nachgewiesen werden. Das analoge Peptid 53, bei 
dem die makrozyklische Kohlenwasserstoffverbrückung nicht geschlossen ist, zeigte ebenso wie das nicht-
modifizierte Peptid 25 keine zelluläre Aufnahme bei 50 µM. 





Abbildung 27. Proteasestabilität und Zellgängigkeit. (a) Sequenzen der getesteten Peptide, Halbwertszeit und relative 
Affinität gegenüber Rab8a(GppNHp). Die -methylierten Olefinbausteine (gelb) sind farblich hervorgehoben. Die 
primäre Proteaseschnittstelle ist rot markiert. rel. KD = KD [Peptid] / KD [42]; rel. KD-Werte beziehen sich auf eine 
Singulettmessung; [a] KD [42] = 17.5 µM. (b) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von HeLa-Zellen nach Inkubation 
mit den Fluorescein-markierten Peptiden 25, 53 und 42. Die DNA (blau) wurde zusätzlich angefärbt. Die einzelnen 
Kanäle der Fluorescein-markierten Peptide (links) und der DNA Färbung (mitte) sind explizit gezeigt. Die 
Überlagerung der Kanäle ist rechts zu sehen. 
 
Der Einbau der -Methyl--alkenyl-bausteine in die R6IP1 Peptidsequenz ist essentiell für eine effektive 
Bindung an Rab8a(GppNHp). Dabei macht es nur einen geringen Unterschied, ob der hydrophobe 
Makrozyklus offen (53) oder geschlossen (42) vorliegt (Abbildung 27a). Für die zelluläre Aufnahme der 
Peptide und auch für die Resistenz gegenüber Proteasen ist eine geschlossene hydrophobe Verbrückung 




jedoch vorteilhaft (Abbildung 27a, b). Insbesondere die Aminosäuren unter der 
Kohlenwasserstoffverbrückung und in unmittelbarer Umgebung des Makrozyklus weisen eine hohe 
proteolytische Stabilität auf. Dennoch sind sowohl die Zellgängigkeit als auch die Proteasestabilität von 42 
trotz des Einbaus einer -methylierten Kohlenwasserstoffverbrückung gering. Daher sollten im Folgenden 
die biologischen Eigenschaften von 42 verbessert werden. 
  




5.2 Verbesserung der biologischen Aktivität eines 
hydrophob-verbrückten Rab8 Inhibitors 
(Diese Studie wurde in Zusammenarbeit mit Dr. J. Spiegel durchgeführt. Die Proteinexpression und 
Aufreinigung erfolgte in Kooperation mit Frau Nathalie Bleimling.) 
Die Erhöhung der biologischen Verfügbarkeit des ersten Rab–GTPase Inhibitors, Peptid 42, sollte in drei 
Bereichen erfolgen. Zum einen sollte die Bindungsaffinität von 22 µM bestmöglich gesteigert werden. 
Darüber hinaus sollten sowohl die zelluläre Aufnahme wie auch die proteolytische Stabilität erhöht werden. 
Bei der Optimierung von 42 sollte darauf geachtet werden, dass sich die eingeführten Modifikationen 
möglichst positiv auf alle drei Bereiche auswirken. Die Verbesserung nur einer Eigenschaft, die auf Kosten 
der anderen Bereiche erzielt wird, sollte nicht weiter verfolgt werden. Das Ziel sollte die Entwicklung des 
bestmöglichen Rab8(GppNHp) Binders mit der größten proteolytischen Stabilität und der effektivsten 
zellulären Aufnahme sein. 
 
5.2.1 Alanin und Arginin Scan von Peptid 42 
Da die Peptidsequenz des -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptids 42 auf einem Fragment des 
Rab6 bindenden R6IP beruht, ist davon auszugehen, dass der in der Rab6/R6IP–Kristallstruktur visualisierte 
Bindemodus die Bindung an Rab8 nur unzureichend beschreibt. Alle Versuche, das exakte 
Bindungsverhalten von 42 durch eine Kristallstruktur mit Rab8(GppNHp) zu erhalten, schlugen fehl.
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Daher wurde der Bindemodus von 42 mit Hilfe der Alanin-Scanning Technologie
301,302
 genauer untersucht. 
Durch den Austausch jeder einzelnen Aminosäure der Peptidsequenz durch Alanin wurde der Einfluss der 
ausgetauschten Seitenkette auf die Affinität des gesamten Peptids untersucht (Abbildung 28). Dazu wurden 
mit Hilfe von SPPS alle 14 möglichen Alanin Mutanten von 42 synthetisiert, mit einem Fluorescein-PEG-
Konjugat funktionalisiert und auf ihre Affinität gegenüber Rab8a(GppNHp) getestet. Dabei wurden vier 
Aminosäuren (Phe906, His909, Leu910 und Leu911) in der Mitte der Peptidsequenz identifiziert, die 
besonders essentiell für die Bindung sind. Ein Austausch einer dieser Aminosäuren durch Alanin reduzierte 
die Bindungsaffinität zu Rab8a(GppNHp) um mehr als das 4-fache. Insgesamt zeigten alle Alanin-Mutanten 
eine verringerte Affinität. Lediglich für die Q905A Seitenkettenmutation wurde eine minimal erhöhte 
Affinität beobachtet.  
Parallel zum Alanin-Scan wurde ein Arginin-Scan durchgeführt (Abbildung 28). Die zelluläre Aufnahme 
von Peptiden ist ein komplexer Prozess, der bisher nicht vollständig verstanden ist.
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 Peptide mit einer 
geringen Gesamtladung bzw. schwach positiv geladene Peptide scheinen jedoch eine größere Tendenz zur 
zellulären Aufnahme zu besitzen.
150,158
 Peptid 42 ist mit einer Gesamtladung von -3.9 bei pH 7 (berechnet 
mit Hilfe des peptide property calculator (Innovagen)) stark negativ geladen. Der systematische Einbau von 




Arginin sollte Positionen identifizieren, die den Einbau einer positiven Ladung tolerieren. Auf diese Weise 
sollte die negative Gesamtladung unter Erhalt der Bindungsaffinität reduziert werden. Die Peptidsequenz von 
42 scheint jedoch sehr sensitiv gegenüber dem Einbringen positiver Ladungen zu sein. Außer der Q905R 
Mutation, die erneut eine vernachlässigbare Verbesserung der Affinität aufweist, führt der Einbau von 
Arginin zu einem deutlichen Bindungsverlust. Insgesamt neun Positionen (Asp900, Glu904, Phe906, 
Tyr908, His909, Leu910, Leu911, Phe913 und Asn914) konnten identifiziert werden, bei denen eine 
Arginin-Mutation zu einem mehr als 4-fachen Verlust der Affinität führt. Zusammen mit dem Alanin-Scan 
konnten insbesondere die Aminosäuren in der Mitte der Peptidsequenz als äußerst sensibel für Mutationen 
identifiziert werden. Die Reduzierung der negativen Gesamtladung durch den Einbau von positiv geladenen 
Aminosäuren erscheint auf Grundlage des Arginin-Scans äußerst anspruchsvoll. Lediglich die Position 
Gln905 scheint eine Mutation der Seitenkette ohne großen Affinitätsverlust zu tolerieren.  
 
Abbildung 28. Alanin- und Arginin-Scan von Peptid 42. Sequentielle Substitution der einzelnen Aminosäuren durch 
Alanin (grau) oder Arginin (weiß). Die -methylierten Olefinbausteine (gelb) sind farblich hervorgehoben.  
rel. KD = KD [Peptid] / KD [42]; rel. KD-Werte beziehen sich auf eine Singulettmessung; KD [42Ala] = 12.7 µM;  
KD [42Arg] = 12.2 µM. Eine Auflistung der relativen und absoluten KD-Werte befindet sich im Anhang (Tabelle 19). 
 
5.2.2 Einbau -methylierter Aminosäuren zur Stabilisierung des  
C-Terminus 
Wie die Analyse der proteolytischen Stabilität von 42 in Abschnitt 5.1.4 bereits gezeigt hat, ist der 
C-Terminus der Peptidsequenz besonders anfällig. Die fünf C-terminalen Aminosäuren von 42 werden sehr 
schnell abgebaut. Das entstandene Fragment 54 in der Umgebung der Kohlenwasserstoffverbrückung bleibt 
anschließend über einen langen Zeitraum stabil. Folglich zielten die ersten Überlegungen darauf ab, den 
C-Terminus von 42 gegenüber proteolytischem Verdau zu stabilisieren. Dazu wurde zunächst der 
unnatürliche Baustein -Aminoisobutylsäure (Aib (60), Abbildung 29b) in die Peptidsequenz eingebaut. Aib 
ist ein Helix induzierender Baustein und vergrößert die Halbwertszeit von Peptiden durch sterische 






 Aib wurde an den zuvor identifizierten Schnittstellen von Proteinase K (Abbildung 27) mittels 
SPPS in die Peptidsequenz eingebaut (55, 56, Tabelle 1). Die mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat 
funktionalisierten Peptide wurden im FP-Experiment auf ihre Affinität zu Rab8a(GppNHp) getestet, die 
acetylierten Peptide wurden auf ihre Halbwertszeit gegenüber Proteinase K untersucht.  
Tabelle 1. Sequenzen und Bindungsdaten der Aib stabilisierten Peptide. Die Halbwertszeiten wurden als 
Dreifachmessungen mit 10 µg/mL Proteinase K durchgeführt (Fehler entspricht 1). Die Affinitäten gegenüber  
Rab8a6-176(GppNHp) wurden mittels FP bestimmt. Die -methylierten Olefinbausteine (gelb) und -methylierten 
Aminosäuren (rot) sind farblich hervorgehoben. Die primäre Proteaseschnittstelle ist rot markiert.  
rel. KD = KD [Peptid] / KD [42]; rel. KD-Werte beziehen sich auf eine Singulettmessung; [a] KD[42] = 11.9 µM. Eine 
Auflistung der absoluten KD-Werte befindet sich im Anhang (Tabelle 20). 
 
Der Einbau von Aib an den Positionen 911 (56) und 912 (55) führte zu einer geringfügig verlängerten 
Halbwertszeit von t1/2[56] = 4.1 min bzw. t1/2[55] = 3.4 min und verschiebt die primäre Schnittstelle von 
Proteinase K in Richtung des C-Terminus (Tabelle 1). Daraufhin wurde ein zweiter Aib Baustein an Position 
915 in die Peptidsequenz eingebaut (57). Wie erwartet erhöhte der Einbau eines weiteren Aib Bausteins die 
proteolytische Stabilität des Peptids. Peptid 57 zeigte mit t1/2 ~ 320 min eine vielfach höhere proteolytische 
Stabilität im Vergleich zu 42. Allerdings zeigte 57 eine mehr als 5-fach geringere Affinität gegenüber 
Rab8a(GppNHp) als das Ausgangspeptid 42. Die reduzierte Affinität kann dabei durch den Verlust der 
Leucin-Seitenkette an Position 911 erklärt werden. Diese Position wurde bereits im Alanin-Scan als 
essentiell identifiziert (Abschnitt 5.2.1) und bestätigte sich auch für 56 (~3-facher Verlust an Affinität). 
Lediglich die S912Aib Mutation scheint keine negativen Auswirkungen auf die Affinität von 55 zu haben. 
Allerdings ist die minimale Steigerung der Halbwertszeit auf t1/2[55] = 3.5 min nicht ausreichend. Eine 
Steigerung der proteolytischen Stabilität ist zwar auch in anderen Studien mit einem Verlust an 
Bindungsaffinität verbunden,
10,143
 allerdings ist das bei der ohnehin schon mittelmäßigen Startaffinität von 
42 für dieses System nicht hinnehmbar. Daher wurde nach alternativen Methoden gesucht, die proteolytische 
Stabilität unter Erhalt der Affinität zu erhöhen. 
  




5.2.3 Synthese -methylierter Bausteine für die Peptidsynthese 
Der Einbau des -methylierten Bausteins Aib erhöhte die proteolytische Stabilität, führte jedoch aufgrund 
der fehlenden Seitenkette in Bezug auf die Bindungsaffinität zu deutlichen Verlusten. Um die 
Bindungsaffinität bei gleichzeitiger Erhöhung der proteolytischen Stabilität zu erhalten, war der Einbau von 
-methylierten Aminosäuren die logische Konsequenz. Vor allem Leu910 ist essentiell für die Bindung an 
Rab8a(GppNHp) und sollte durch sein -methyliertes Analogon -Methyl-Leu (L, 59) ersetzt werden. 
Darüber hinaus wurde in Punktmutationsstudien eine L910F Mutation als vielversprechend in Bezug auf die 
Bindungsaffinität gefunden.
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 Daher wurde neben L auch -Methyl-Phe (F, 58) in die Sequenz von 42 
eingebaut.  
Die Synthese der -methylierten Aminosäuren F (58) und L (59) erfolgte mit Hilfe des bereits in 
Abschnitt 5.1.2 beschriebenen chiralen Ni(II)-Komplexes 36 (Abbildung 29a). Dazu wurde Komplex 36 
deprotoniert und in einer nukleophilen Substitution mit Benzylbromid bzw. 1-Brom-2-methylpropan 
umgesetzt. Anschließend wurde der Komplex im Sauren gespalten, das chirale Auxiliar 35 abgetrennt und 
die freie Aminosäure mit Fmoc geschützt. Auf diese Weise ließen sich die bei beiden -methylierten 
Aminosäuren F (58) undL (59) in guten Ausbeuten darstellen. 
 
Abbildung 29. Synthese -methylierter Aminosäuren. (a) Synthese der -methylierten Aminosäuren F (58) und L 
(59). c) Benzylbromid, KOH, DMF, 0° C bis Raumtemperatur 2 h; d) 1-Brom-2-methylpropan, KOH, DMF, 0° C bis 
Raumtemperatur 2 h; e) HClaq., MeOH, Reflux, 2 h; f) Fmoc-Osu, Na2CO3, Dioxan/Wasser, Raumtemperatur, 7d.  
(b) Bausteine für die Synthese verbesserter Rab8a Binder: Fmoc-Aib-OH (60), Fmoc-B5-OH (61)und Fmoc-R8-OH 
(62).  
 




5.2.4 Optimierung der Bindungsaffinität 
Da der erste Versuch die proteolytische Stabilität durch den Einbau von Aib zu erhöhen eine verringerte 
Affinität zur Folge hatte, sollte zunächst die Affinität von 42 optimiert werden. Dies sollte allerdings mit 
Rücksicht auf die proteolytische Stabilität erfolgen. Daher wurden, wie in Abschnitt 5.2.3 erwähnt, die -
methylierten Aminosäuren L und F in die Peptidsequenz eingebaut, um die Affinität gegenüber Rab8a zu 
konservieren und zugleich für eine erhöhte Proteaseresistenz zu sorgen. Da für eine effektive Verbesserung 
der Stabilität der Einbau von zwei -methylierten Bausteinen notwendig ist (Tabelle 1), wurde zusätzlich zur 
-methylierten Aminosäure an Position 911 eine A915Aib Mutation eingeführt. Die resultierenden Peptide 
63 und 66 wurden an fester Phase synthetisiert, mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert und im 
FP-Experiment auf ihre Affinität gegenüber Rab8a(GppNHp) getestet (Tabelle 2). Zusätzlich wurden die 
Peptide 64 und 67 hergestellt, die die -methylierten Aminosäuren L und F jeweils an den Positionen 911 
und 915 tragen. Damit sollte untersucht werden, ob eine weitere hydrophobe Seitenkette an Position 915 für 
einen zusätzlichen Affinitätsgewinn sorgt. Zudem wurden die Peptide 65 und 68 synthetisiert, die L und F 
an den Positionen 911 und 915 tragen. 
Da die Peptidsequenz im Bereich der Verbrückung äußerst stabil gegenüber proteolytischem Abbau ist, 
sollten zusätzliche Verbrückungsarchitekturen untersucht werden (Tabelle 2). Dabei wurde darauf geachtet 
einen möglichst großen Bereich der Peptidsequenz mit Hilfe der Verbrückungen abzudecken. Peptid 69 
besitzt eine -methylierte Kohlenwasserstoffverbrückung im Abstand von i,i+7 und sollte so einen größeren 
Bereich des C-Terminus schützen als die kürzere i,i+4 Verbrückung. Durch den Einbau einer stitched 
Verbückung in 70 wird fast die gesamte Peptidsequenz durch einen Makrozyklus geschützt. Darüber hinaus 
wurde 71 mit zwei einzelnen i,i+4 Verbrückungen synthetisiert. Die erste entspricht der von Peptid 42 an den 
Positionen 903 und 907, die zweite Verbrückung befindet sich an den Positionen 911 und 915, die zuvor für 
den Einbau von Aib verwendet wurden. Insgesamt befinden sich somit nicht-natürliche Aminosäuren im 
Abstand i,i+4, i+8, und i+12 und bilden eine Kohlenwasserstoffverbrückung im C-terminalen und eine 
Verbrückung im N-terminalen Bereich des Peptids. Der hydrophobe Makrozyklus sollte auf diese Weise den 
Verlust der Leu911 Seitenkette kompensieren. Alle Peptide wurden mit Hilfe von SPPS hergestellt und für 
FP-Experimente mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert.  




Tabelle 2. Sequenzen und Bindungsdaten unterschiedlich stabilisierter Peptide. Die Affinitäten gegenüber 
Rab8a6-176(GppNHp) wurden mittels FP bestimmt. Die -methylierten Olefinbausteine (gelb), die -methylierten 
Aminosäuren (rot) und Affinitätsmutationen (blau) sind farblich hervorgehoben. rel. KD = KD [Peptid] / KD [42];  
rel. KD-Werte beziehen sich auf eine Singulettmessung; [a] KD[42] = 11.9 µM; [b] KD[42] = 43.9 µM. Eine Auflistung 
der absoluten KD-Werte befindet sich im Anhang (Tabelle 20). 
 
Wie erwartet wirkt sich die Kombination aus einer -methylierten Aminosäure an Position 911 und dem 
Austausch von Ala915 durch Aib (Peptide 63, 66) positiv auf die Affinität der Peptide aus (Tabelle 2). Durch 
den Erhalt der hydrophoben Seitenkette an Position 911 binden beide Peptide mit ähnlicher Affinität wie das 
Ausgangspeptid 42 an Rab8a(GppNHp). Der Einbau von F (rel. KD[66] = 0.8) ist dabei im Vergleich zu L 
(rel. KD[63] = 1.1) minimal von Vorteil. Das Hinzufügen einer hydrophoben Seitenkette an Position 915 ist 
hingegen nicht vorteilhaft. Die Peptide 64, 65 und 67 zeigen mit relativen KD-Werten von 1.3 bzw. 1.4 eine 
verringerte Affinität. Zwar hat 68 mit einem relativen KD-Wert von 0.9 eine minimal höhere Affinität, liegt 
aber dennoch unter der von Peptid 66. Somit zeigen die Ergebnisse die prinzipielle Einsetzbarkeit der  
-methylierten Aminosäuren. Die deutlichen Affinitätsverluste durch das Entfernen der Leu911 Seitenkette 
in 57 konnten durch diesen Ansatz ausgeglichen werden.  
Der Einbau zusätzlicher Verbrückungsarchitekturen übertrifft allerdings den Erflog der -methylierten 
Aminosäuren. Sowohl das i,i+7 kohlenwasserstoffverbrückte Peptid 69, wie auch das stitched Peptid 70 
zeigen eine höhere Bindungsaffinität (rel. KD[69, 70] = 0.7). Während bei dem i,i+7 stabilisierten Pepitd 69 




unklar ist, ob die verlängerte Verbrückung ausreicht den gesamten C-Terminus vor proteolytischem Abbau 
zu schützen, so dürfte dies bei dem stitched Peptid 70, das nahezu die komplette Sequenz überspannt, 
gewährleistet sein. Eine noch größere Verbesserung der Affinität gegenüber Rab8a(GppNHp) wurde jedoch 
für das zweifach verbrückte Peptid 71 beobachtet. Der Einbau von zwei einzelnen i,i+4 Verbrückungen an 
den Positionen 903/907 bzw. 911/915 lieferte Peptid 71 mit einem relativen KD-Wert von 0.6.  
Die Veränderung der Verbrückungsarchitektur kompensierte nicht nur den Affinitätsverlust durch das 
Entfernen der L911 Seitenkette, sie lieferte mit 71 einen deutlich affineren Binder für Rab8a. Da das 
Grundgerüst aus zwei kovalenten Verbrückungen in ausreichendem Maße resistent gegenüber 
proteolytischem Verdau sein sollte, wurde die Peptidsequenz weiter affinitätsoptimiert. Die im Alanin- und 
Arginin-Scan (Abschnitt 5.2.1) identifizierte Position 905 toleriert eine Mutation der Glutamin-Seitenkette 
und lieferte Peptide mit leicht erhöhter Affinität. Daher wurde versucht durch den Einbau hydrophober 
Seitenketten an Position 905 die Affinität der Peptide weiter zu steigern. Dabei erwies sich die Q905W 
Mutation als besonders förderlich (Anhang, Tabelle 20). Sie lieferte 72 mit einem relativen KD-Wert von 0.4. 
Das durch die S912Aib Mutation entstandene Peptid 55 (Tabelle 1) zeigte ebenfalls eine leicht erhöhte 
Affinität gegenüber Rab8a. Obwohl diese Position im Alanin-Scan keine besonderen Verbesserungen zeigte, 
wurden aufgrund von 55 einige Analoga mit einer Ser912 Muatation synthetisiert (Anhang, Tabelle 20). Dies 
resultierte in Peptid 73 als besten Binder von Rab8a mit einem relativen KD-Wert von 0.3. Peptid 73 basiert 
auf demselben zweifach verbrückten Grundgerüst wie 71 und weist zudem zwei zusätzliche 
Affinitätsmutationen Q905W und S912F auf. 
 
5.2.4.1 Synthese doppelt verbrückter Peptide 
Peptid 73 besitzt mit zwei i,i+4 Verbrückungen im Abstand i,i+4 eine zuvor noch nicht verwendete 
Geometrie. Um die Bildung von Regioisomeren bei der Ringschlussreaktion zu vermeiden, wurden die 
Makrozyklen bis dato entweder in größerer
120,121
 oder geringerer Entfernung
304
 voneinander angeordnet. In 
dem für 73 gewählten Grundgerüst, sind mehrere Verbrückungsgeometrien denkbar was in anderen 
Systemen zu der Entstehung unterschiedlicher Isomere führte.
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 Die mehrfache Behandlung des 
offenkettigen Edukts mit Grubbs-I- Katalysator lieferte jedoch ein einziges Regioisomer, bei dem es sich um 
das gewünschte Produkt 73 mit zwei individuell geschlossenen Verbrückungen handelte. Die korrekte 
Anordnung der Makrozyklen konnte durch Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) bestätigt werden 
(Abbildung 30).  





Abbildung 30.Tandem-Massenspektrometrie von 73. (a) Sequenz und Fragmentierungsmuster des doppelt verbrückten 
Peptids 73. Die -methylierten Olefinbausteine (gelb) und Affinitätsmutationen (blau) sind farblich hervorgehoben.  
(b) MS1 Spektrum von 73. (c) MS2 Spektrum von 73. (d) MS3 Spektrum von 73. (e) MS4 Spektrum von 73. 




Die mehrfache Isolierung einzelner Ionen und anschließende Fragmentierung bis in MS4 ermöglicht die 
Identifikation einzelner Fragmente, die eindeutig die korrekte Verknüpfung von 73 belegen. In einem ersten 
Schritt (MS2) verliert die Peptidsequenz das C-terminale Valin durch einen b16 Bruch (Abbildung 30c). In 
geringem Maße ist zudem bereits der a16 Bruch durch zusätzliche Abspaltung von CO zu erkennen, der in 
MS3 deutlich hervortritt. In MS3 deutet sich bereits eine weitere Fragmentierung nach b11 und a16y6 an 
(Abbildung 30d). Intensive Fragmentierung von 73 kann schließlich in MS4 erreicht werden (Abbildung 
30e). Dabei entstehen zahlreiche Brüche, die eindeutig diskreten Fragmenten zugewiesen werden können. 
Das intensivste Signal (875.48 [M+2H]
2+
 bzw. 1750.00 [M+H]
+
) entsteht durch doppelten Bruch des 
Peptidrückgrats unterhalb der C-terminalen Verbrückung. Der erste Bruch passiert zunächst vermutlich in 
MS3, bleibt allerdings unentdeckt, da durch die Verbrückung kein Fragment abgespalten wird und somit das 
m/z Verhältnis unverändert ist. Erst der zweite Bruch in MS4 führt zur Abspaltung eines Fragments und 




) bzw. 1750.00 [M+H]
+
 
(a16-b12y2) detektiert werden kann. Dadurch lässt sich die korrekte Verknüpfung des doppelt verbrückten 
Peptidgerüsts für 73 eindeutig belegen.  
 
5.2.5 Steigerung der Zellgängigkeit 
Das affinitätsoptimierte Peptid 73 trägt zwar einige Mutationen im Vergleich zum Ausgangspeptid 42, 
besitzt aber noch eine Gesamtladung von -3.9. Zwar sollte die zweite -methylierte 
Kohlenwasserstoffverbrückung die Hydrophobizität des Peptids erhöhen und sich dadurch theoretisch positiv 
auf die Zellgängigkeit auswirken, dennoch sollte die Gesamtladung für eine bessere Zellgängigkeit so weit 
wie möglich reduziert werden. Der Einbau von positiven Ladungen führte, wie durch den Arginin-Scan 
(Abschnitt 5.2.1) bereits gezeigt, zu einem deutlichen Verlust der Affinität und die einzig mögliche Position 
905 ist in Peptid 73 bereits durch eine Affinitätsmutation belegt. Daher wurde die Gesamtladung durch den 
Austausch der negativ geladenen Aminosäuren Asp und Glu durch ihre ungeladenen Analoga Asn und Gln 
reduziert. Insgesamt befinden sich vier negativ geladene Aminosäuren am N-Terminus von 42/73 (Asp900, 
Asp901, Glu902 und Glu904). Daraus ergeben sich 16 mögliche Kombinationen, bei denen einzelne oder 
alle negativ geladenen Aminosäuren durch ungeladene ersetzt werden können. Die Synthese der 16 Peptide 
(73 – 88) erfolgte mit Hilfe von SPPS und alle Peptide wurden mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat 
funktionalisiert (Tabelle 3). Die Bestimmung der relativen Affinität gegenüber Rab8a(GppNHp) erfolgte mit 
Hilfe von FP. Insgesamt ist dabei festzustellen, dass mit steigender Anzahl an zusätzlich eingeführten 
Mutationen die Affinität der Peptide abnimmt. Während das Peptid 73 mit einem relativen KD von 0.3 an 
Rab8a bindet, reduziert sich die Affinität der weiteren Analoga bis die identische Affinität des 
Ursprungspeptids 42 erreicht ist (rel. KD[80] = 1.0). Tendenziell scheinen die Affinitätsverluste der Peptide 
mit einer E904Q Mutation (Peptide 81 – 88) etwas geringer auszufallen. Insgesamt steht, wie bereits 
erwähnt, bei der Steigerung der biologischen Aktivität von Peptid 42 die Synergie aus Affinität, 
Zellgängigkeit und proteolytischer Stabilität im Vordergrund. Daher wurden neben dem affinitätsoptimierten 




Peptid 73 drei Peptide mit potentiell höherer Zellgängigkeit und akzeptabler Affinität für die weiteren 
Untersuchungen ausgewählt. Es handelte sich dabei um die Peptide 81, 83 und 84, die eine Gesamtladung 
von -2.9 bzw. -1.9 besitzen. Die Affinität dieser Peptide sollte in einer Dreifachmessung verifiziert werden 
und sie sollten in abschließenden Untersuchungen auf ihre Zellgängigkeit und proteolytische Stabilität 
getestet werden.  
Tabelle 3. Sequenzen und Bindungsdaten doppelt verbrückter Peptide. Die Affinitäten gegenüber Rab8a6-176(GppNHp) 
wurden mittels FP bestimmt. Die -methylierten Olefinbausteine (gelb), Affinitätsmutationen (blau) und 
Ladungsmutationen (grün) sind farblich hervorgehoben. rel. KD = KD [Peptid] / KD [42]; rel. KD-Werte beziehen sich auf 








5.2.6 Abschließende Evaluierung der optimierten Rab8 Binder 
(Die Durchflusszytometrieanalyse der zellulären Aufnahme der Peptide wurde von M.Sc. Laura Dietrich und 
die Co-Lokalisationsexperimente von Dipl. Biol. Philipp Küchler durchgeführt.) 
Die bisherigen Untersuchungen zur Steigerung der biologischen Verfügbarkeit von 42 lieferten die vier 
Peptide 73, 81, 83 und 84, die abschließend in allen drei berücksichtigten Bereichen, Affinität, 
Zellgängigkeit und proteolytische Stabilität, evaluiert werden sollten. Die Bestimmung absoluter KD-Werte 
erfolgte in Dreifachmessungen mit Hilfe von FP. Für alle Peptide konnte eine deutlich höhere Affinität 
gegenüber Rab8a(GppNHp) festgestellt werden (Abbildung 31a, b). Insbesondere das affinitätsoptimierte 
Peptid 73 zeigte mit einem KD-Wert von 7.8 µM eine mehr als 3.8-fach höhere Affinität im Vergleich zu 42. 
Wie bereits erwähnt, führte der Austausch negativ geladener Aminosäuren durch ihre nicht geladenen 
Analoga zu einem Affinitätsverlust (Tabelle 3). Dennoch zeigten die ladungsoptimierten Peptide 81, 83 und 
84 Dissoziationskonstanten von KD[81] = 10.3 µM, KD[83] = 12.7 µM und KD[84] = 13.5 µM die ebenfalls 
unter der von Peptid 42 lagen (Abbildung 31a). Die Analyse der proteolytischen Stabilität zeigte hingegen 
eine gewaltige Steigerung der Proteaseresistenz. Der Einbau der zweiten Verbrückung stabilisiert die Peptide 
73, 81, 83 und 84 um das mehr als 10 000-fache im Vergleich zu 42, sodass selbst nach 48 h Inkubation mit 
Proteinase K (10 µg/mL) noch mehr als 95% des intakten Peptids nachgewiesen werden konnten (Abbildung 
31a, c).  
Eine Messung des helikalen Anteils mit Hilfe von CD-Spektroskopie lieferte Helizitäten im Bereich von 42 
(Abbildung 31a). Der Einbau einer zusätzlichen -methylierten Kohlenwasserstoffverbrückung führte 
demnach nicht zu einer Erhöhung des helikalen Anteils in Lösung. Da, wie bereits in Abschnitt 5.1.4 
erwähnt, eine Abschätzung der zellulären Aufnahme von Peptiden durch den Einsatz fixierter Zellen 
beeinflusst werden kann, wurde die Zellgängigkeit der optimierten Peptide 73, 81, 83 und 84 mit Hilfe von 
Durchflusszytometrie untersucht. Dafür wurden HeLa-Zellen für 90 min mit einer 5 µM Lösung des 
Fluorescein-markierten Peptids inkubiert und nach anschließendem Waschen mittels Durchflusszytometrie 
bei 530 nm quantifiziert. Die erhaltenen Werte wurden mit Hilfe der Positivkontrolle, dem zellgängigen 
Peptid Tat49-57,
306–308
 dessen zelluläre Aufnahme gleich eins gesetzt wurde, normiert (Abbildung 31 d). Im 
Vergleich zur Positivkontrolle Tat49-57 erreichte das Ausgangspeptid 42 bei einer Konzentration von 5 µM 
eine zelluläre Aufnahme von 76%. Überraschenderweise zeigte das doppelt verbrückte, affinitätsoptimierte 
Peptid 73 bei gleicher Gesamtladung eine deutlich reduzierte relative Zellgängigkeit von 0.54 im Vergleich 
zu 42. Der Austausch einer negativen Ladung in 81 und die Reduktion der Gesamtladung auf -2.9 führte zu 
einer leicht erhöhten zellulären Aufnahme von 0.64 verglichen mit 42. Erstaunlicherweise resultierte der 
Austausch einer zweiten negativen Ladung an Position 901 (D901N) in einem Anstieg der Zellgängigkeit für 
Peptid 83 (Gesamtladung -1.9). Im Vergleich zum Ausgangspeptid 42 zeigte Peptid 83 eine 1.5-fach höhere 
Zellgängigkeit und liegt damit im Bereich des zellgängingen Peptides Tat49-57. Eine Verschiebung der nicht-
geladenen Aminosäure an Position 900 (D900N) in 84 bewirkte eine leichte Abnahme der Zellgängigkeit. In 
Bezug auf Peptid 42 zeigte 84 eine relative zelluläre Aufnahme von 1.15, erreichte aber verglichen mit  




Tat49-57 nur eine Aufnahme von 87%. Unter Berücksichtigung aller getesteten Parameter wurde 83 als 
geeignetstes Peptid für in vivo Untersuchungen ausgewählt. Im Vergleich zum Ausgangspeptid 42 weist 83 
in drei Bereichen deutlich verbesserte Eigentschaften auf. 
 
Abbildung 31. Evaluierung der besten Binder. (a) Sequenz, proteolytische Stabilität, Affinität, relative zelluläre 
Aufnahme (rel. zell. Aufnahme = zell. Aufnahme [Peptid] / zell. Aufnahme [42]) und Helizität von 42 und den 
vielversprechendsten Analoga 73, 81, 83 und 84. Die -methylierten Olefinbausteine (gelb), Affinitätsmutationen 
(blau) und Ladungsmutationen (grün) sind farblich hervorgehoben. Die angegebenen KD-Werte, Halbwertszeiten und 
zelluläre Aufnahme entsprechen Dreifachmessungen. (Fehler entspricht 1). (b) FP-Graph der Dreifachmessung mit 
Rab8a6-176(GppNHp). (c) Proteolytischer Stabilitätsassay; Dreifachmessung. (d) Relative zelluläre Aufnahme mit Hilfe 
von Durchflusszytometrie Messungen im Vergleich zur Positivkontrolle Tat49-57; Dreifachmessung. Signifikanz p 
gegenüber 42: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001. 
 
In einem abschließenden Experiment wurde die zelluläre Lokalisation von 83 und Rab8a untersucht. Dazu 
wurden HeLa-Zellen für 18 h mit Fluorescein-funktionalisiertem Peptid inkubiert und mit Paraformaldehyd 
fixiert. Nach Permeabilisierung mit Triton X-100 wurde Rab8a mit einem Antikörper markiert und mit 
einem Alexa594-Konjugat angefärbt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels Konfokalmikroskopie 
(Abbildung 32). Da die Peptide aufgrund ihrer geringen Größe nur unzureichend fixiert wurden, wurden sie 
teilweise während der nachfolgenden Arbeitsschritte wieder ausgewaschen, was zu einer reduzierten 
Signalintensität führte. Trotzdem war ein eindeutiger Unterschied zwischen 83 und Tat49-57 zu erkennen. 
Peptid 83 lokalisierte am Endomembransystem der Zelle (Abbildung 32a). Aufgrund seiner 
Lipidmodifikation ist Rab8a ebenfalls am Endomembransystem lokalisiert. Eine Überlagerung der 
Fluoreszenzsignale (Peptid 83: grün, Rab8a: rot) zeigte, das sich Peptid 83 im selben zellulären 
Kompartiment und in unmittelbarer Nähe von Rab8a befindet (Abbildung 32b). Dies deutet auf eine 




zumindest vorübergehende Komplexbildung hin. Im Gegensatz dazu war Tat49-57 diffus in der Zelle verteilt 
und zeigte keinerlei Co-Lokalisation mit Rab8a.  
 
Abbildung 32. Zelluläre Lokalisation von 83 und Rab8a. (a) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von HeLa-Zellen 
nach Inkubation mit fluoreszein-markiertem Peptid 83 bzw. Tat49-57 (links). Rab8a (rechts) wurde mit einen spezifischen 
Antikörper (Alexa594) markiert. (b) Überlagerung der Fluoreszenzbilder der markierten Peptide (grün), Rab8 (rot) und 
DNA (blau). Vergrößerung des Endomembransystems (rechts). 
 
Unter allen getesteten Peptiden zur Optimierung der biologischen Verfügbarkeit von 42 zeigte 83 die 
wesentlichsten Verbesserungen über alle drei Bereiche. Peptid 83 bindet an Rab8a(GppNHp) mit einer um 
das 2.3-fache erhöhten Affinität, hat eine um das 1.5-fache höhere zelluläre Aufnahme und ist mehr als 
10 000-fach stabiler gegenüber proteolytischem Verdau. Dies sind in Bezug auf kleine GTPasen 
beeindruckende Steigerungen, die das Potential -methylierter, kohlenwasserstoffverbrückter Peptide für die 
Adressierung pharmakologisch schwer zugänglicher Proteine unterstreichen. Peptid 83 ist insgesamt im 
Vergleich zum Ausgangspeptid 42 an sechs Positionen verändert. Neben der -methylierten 
Kohlenwasserstoffverbrückung an den Positionen 903 und 907 trägt es eine weitere an den Positionen 911 
und 915. Zudem besitzt 83 zwei Affinitätsmutationen, Q905W und S912F, sowie zwei 
Zellgängigkeitsmutationen D901N und E904Q. Obwohl 83 eine negative Gesamtladung von -1.9 besitzt, 
übertrifft es das zellgängige Peptid Tat49-57 in Bezug auf zelluläre Aufnahme. Darüber hinaus lokalisiert 83 
im selben zellulären Kompartiment wie Rab8a und erscheint damit brauchbar für weiterführende zelluläre 
Studien. 
  




5.3 Synthese zyklischer Peptide mittels Alkin-
Ringschlussmetathese 
Wie bereits in Abschnitt 2 beschrieben, wurde eine Vielzahl von makrozyklischen Peptiden bereits 
erfolgreich für die Modulation von PPIs eingesetzt. Dabei wurden unterschiedliche Zyklisierungsgeometrien 
(Abbildung 4) und zahlreiche chemische Funktionalitäten (Abbildung 7) untersucht. Jede verwendete 
Methode verfügt über gewisse Vorzüge und Alleinstellungsmerkmale, bringt jedoch auch gewisse Nachteile 
mit sich. Ein großer Vorteil der bisher erfolgreichsten Methode, die -methylierte 
Kohlenwasserstoffverbrückung von Peptidseitenketten
16
 (Abschnitt 2.2.3), besteht u.a. darin, dass sie 
mehrere Methoden vereint. Sie verbindet den Einbau -Helix induzierender -methylierter Aminosäuren mit 
dem Einbau einer inerten, hydrophoben und kovalenten Verbrückung von Aminosäureseitenketten und ist 
zudem mit überschaubarem synthetischen Aufwand verbunden,
118
 sofern die Bausteine kommerziell 
verfügbar sind. Wie in Abschnitt 5.1.4 für die Peptide 42 und 53 gezeigt, erhöht der geschlossene 
Makrozyklus vor allem die proteolytische Stabilität und Zellgängigkeit. Die für die Bindung essentielle 
Ausbildung der korrekten Konformation kann auch ohne die Knüpfung der kovalenten Verbrückung erreicht 
werden (Abbildung 27). Darüber hinaus bewirkt der inerte und hydrophobe Charakter der 
Kohlenwasserstoffverknüpfung eine Verbesserung der biologischen Verfügbarkeit der entspechenden 
Peptide. Die meisten anderen Methoden zur Stabilisation von -Helices verwenden entweder polare 
Verbrückungen oder verzichten auf den Einsatz -methylierter Aminosäuren, um den synthetischen 
Aufwand zu minimieren.  
Auf Grundlage dieser Überlegungen wurde nach neuen chemischen Ansätzen gesucht die -Methylierung 
mit einer hydrophoben Seitenkettenverbrückung zu kombinieren. Das ermöglicht einen zusätzlichen 
chemischen Zugang zu Peptidmakrozyklen sowie die Ausbildung neuer Verbrückungsgeometrien. Die 
Molybdän-katalysierte Alkin-Ringschlussmetathese (RCAM)
60
, eine analoge Reaktion zur Olefin-
vermittelten RCM, wurde als vielversprechendste Methode zur Umsetzung dieser Überlegung ausgewählt. 
RCAM ist in der organischen Synthese weit verbreitet, findet bisher jedoch kaum Beachtung bei der 
Synthese von Peptiden. Bisher wurde RCAM lediglich in Lösung für die Makrozyklisierung von Kopf zu 
Schwanz verknüpften Peptiden eingesetzt.
61–63
 Da die Zyklisierung von Peptiden an der festen Phase einige 









5.3.1 Synthese -methylierter Alkin-Bausteine für die Peptidsynthese 
Für die Synthese von -methylierten, seitenkettenverbrückten Peptiden mit Hilfe von RCAM werden  
-Methyl--alkinyl-bausteine für die SPPS benötigt. Analog zu den alkenylierten Bausteinen in Abschnitt 
5.1.2 lassen sie sich mit Hilfe von chiralen Ni(II)-Komplexen darstellen (Abbildung 33). Für die Synthese 
unterschiedlicher Verbrückungsarchitekturen werden Bausteine in S- und R-Konfiguration sowie 
unterschiedlicher Seitenkettenlänge benötigt. S-Konfigurierte Bausteine lassen sich durch stereoselektive 
nukleophile Substitution mit Ni(II)-Ala-(S)-BPB (36) darstellen, R-konfigurierte Bausteine mit Ni(II)-Ala-
(R)-BPB (89). Der chirale Ni(II)-Komplex 89 wurde ausgehend von D-Prolin analog zu Komplex 36 
synthetisiert (Abbildung 23). Nukleophile Substitution mit Iod-alkinen unterschiedlicher Kettenlängen und 
anschließender Zersetzung des Komplexes lieferte nach Fmoc-Schützung die -methylierten--alkinylierten-
Bausteine 90 – 95 in guten Ausbeuten. Die Iod-alkine (98a-d) lassen durch Iodierung der Alkinole (97a-d) 
darstellen. Die Alkinole (97a-d) sind durch Methylierung der DHP-geschützen Alkinole 96a-b zugänglich. 
 
Abbildung 33. Synthese der -Methyl--alkinyl-bausteine 90 – 95. (a) Schematische Darstellung der S- und R- 
konfigurierten -Methyl--alkinyl-bausteine 90 – 95. d) 98a-d, KOH, DMF 0° C bis Raumtemperatur 2 h; e) 1. HClaq., 
MeOH, Reflux, 2 h; f) Fmoc-Osu, Na2CO3, Dioxan/Wasser, Raumtemperatur, 7d. (b) Konfiguration und 
Seitenkettenlänge der -Methyl--alkinyl-bausteine 90 – 95. (c) Synthese der Iodalkine 98a-d g) DHP, PPTS, DCM, 0° 
C bis Raumtemperatur; 2 h h) CH3I, n-BuLi, TMEDA, THF, -78° C bis 0° C; 24 h i) PTS-OH, MeOH, 
Raumtemperatur, 16 h; j) I2, PPh3, Imidazol, THF, Raumtemperatur, 1 h.  
 




5.3.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen  
(Die Optimierung der Alkin-Ringschlussmetathesereaktion auf fester Phase wurde in Zusammenarbeit mit 
M.Sc. Sebastian Schaubach durchgeführt.) 
Um die RCAM vermittelte Makrozyklisierung von Peptiden auf fester Phase zu untersuchen, wurden die in 
Abschnitt 5.3.1 synthetisierten Bausteine mittels Fmoc-basierter SPPS in verschiedene 
Modellpeptidsequenzen eingebaut (Abbildung 34a). Die Architekturen (i,i+3, i,i+4 und i,i+7) sowie der 
relative Abstand und die Konfiguration der nicht natürlichen Aminosäuren wurden dabei analog zu den 
bereits etablierten Makrozyklisierungen der -methylierten, olefinverbrückten Peptiden gewählt (Abschnitt 
2.2.3).
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 Um das gesamte Potential und die universelle Anwendbarkeit der Alkin-Makrozyklisierung 
abschätzen zu können, wurden Modellpeptidsequenzen entworfen, die alle Funktionalitäten der 20 
proteinogenen Aminosäuren enthalten. Nach erfolgreicher Makrozyklisierung mit Hilfe von RCAM ergeben 
sich die Peptide 99 – 102, die ein Alkin in ihrer Kohlenwasserstoffverbrückung tragen (Abbildung 34b). Für 
die Durchführung der Alkin-Ringschlussmetathese wurde die neueste Generation an Molybdän-Komplexen 
verwendet (Abbildung 34c).
310,311
 Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden verschiedene Rink-
Amid-Harze, unterschiedliche Trocknungsbedingungen und Lösemittel sowie die beiden Molybdän 
Komplexe 103 und 104 getestet (Tabelle 4). Die komplette Umsetzung des Startmaterials wurde für 
TentaGel Rink-Amid-Harz in trockenem Toluol mit 1.5 Äquivalenten Komplex 103 nach 3 h bei 40° C 
erreicht. Für eine einfachere und schnellere Durchführung der Reaktion wurden die Trocknungsbedingungen 
vereinfacht und eine größere Menge Komplex eingesetzt (siehe 7.4 Festphasenpeptidsynthese). Unter diesen 
Bedingungen ließ sich der Alkin Makrozyklus in allen drei getesteten Architekturen quantitativ schließen 
(Anhang, Abbildung 56 – 57). Die besten Ergebnisse wurden dabei für die i,i+4 Geometrie und einer 
Gesamtlänge der Kohlenwasserstoffverbrückung von neun Kohlenstoffatomen (100) erzielt. Im Vergleich zu 
den -methylierten, olefinverbrückten Peptiden, musste die Länge der Verbrückung um ein Kohlenstoffatom 
verlängert werden, was vermutlich auf die lineare Geometrie des Alkins und die damit verbundene höhere 
Ringspannung zurückzuführen ist. Für das Modellpeptid 102 lässt sich der Alkin-Makrozyklus mit einer 
Verbückung von acht Kohlenstoffatomen zwar schließen, jedoch mit deutlich geringerer Ausbeute.  
Tabelle 4. Optimierung der Metathesereaktion für 100. Das Harz wurde unter täglicher Erneuerung des Lösemittels für 
vier Tage über Molsieb (5 Å) in trockenem Toluol getrocknet. Die Reaktion wurde in 0.15 mL trockenem Toluol und 








TentaGel  103 Quant.
 
MBHA  103 19 
ChemMatrix  103 36 
TentaGel 104 12 
MBHA 104 k.U. 
ChemMatrix 104 k.U. 
 





Abbildung 34. Alkin-Makrozyklisierung auf fester Phase. (a) Der Aufbau der linearen Peptidsequenz mittels SPPS 
erfolgt unter Einbau der -methylierten--alkinylierten-Bausteine 90, 91, 93 und 95. Die anschließende RCAM sowie 
weitere Funktionalisierung, Entschützung und Abspaltung vom Harz liefern das finale, Alkin-makrozyklisierte Produkt. 
(b) Sequenzen der Modellpeptide 99 – 102. Die -methylierten Alkinbausteine (blau) sind farblich hervorgehoben.  
(c) Die zur RCAM verwendeten Molybdän-Komplexe 103 und 104. i = 2, 3, 6; j = 3, 6; m = 1, 2, 4; n = 1, 2;  
R = seitenkettengeschützte proteinogene Aminosäure. 
  




5.3.3 Funktionalisierung des Alkin-Makrozyklus 
Eine attraktive Eigenschaft von Alkin-Makrozyklen besteht in einer möglichen Funktionalisierung der 
linearen Dreifachbindung. Auf diese Weise sind -methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptide mit 
einer substituierten Doppelbindung zugänglich. Insbesondere in Fällen, in denen die 
Kohlenwasserstoffverbrückung aktiv an der Interaktion mit dem Zielprotein beteiligt ist, bietet das Screening 
von Substituenten einen interessanten Ansatz, um die Affinität und Selektivität des -methylierten, 
kohlenwasserstoffverbrückten Peptids weiter zu erhöhen.
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 Über diesen Ansatz wären zweidimensionale 
Bibliotheken denkbar, bei denen zum einen die Peptidsequenz, zum anderen zusätzlich auch die 
Substituenten an der Doppelbindung für die Bindung optimiert werden könnten. 
Als Funktionalisierungsreaktion wurde die Dibromierung des Alkins untersucht. Mit Hilfe von CuBr2 in 
trockenem Acetonitril konnte eine selektive Dibromierung des Alkins innerhalb des geschlossenen 
Makrozyklus erreicht werden. Auf diese Weise konnte das Modellpeptid 105 schrittweise in das Alkin-
makrozyklisierte Peptid 106 und schließlich in das dibromierte, makrozyklisierte Peptid 107 überführt 
werden (Abbildung 35). Die Reaktion erfolgte an fester Phase und ließ sich sehr bequem in einem 
Spritzenreaktor mit Peptiden in allen drei Architekturen (i,i+3, i,i+4 und i,i+7; Anhang, Abbildung 60 – 60) 
durchführen. Quantitativer Umsatz des Startmaterials erfolgte jedoch nur nach mehrmaliger Behandlung mit 
CuBr2 und konnte nur für ein vereinfachtes Modellpeptid erzielt werden. Die Dibromierungsreaktion führte 
in Gegenwart von Cystein-Seitenketten zu einem Verlust des Startmaterials und in Gegenwart von 
Methionin-Seitenketten zu Nebenreaktionen, bei denen das gewünschte Produkt nur in geringen Mengen und 
in einer komplexen Mischung in den HPLC-MS Spektren detektiert werden konnte. Aus diesem Grund 
wurde für die Dibromierung das vereinfachte Modellpeptid 105 verwendet, das um die beiden N-terminalen 
Aminosäuren Cystein und Methionin verkürzt wurde. Die übrigen Funktionalitäten der 18 verbliebenen 
proteinogenen Aminosäuren sind hingegen mit der Dibromierungsreaktion kompatibel und ermöglichen die 
selektive Synthese von 107.  





Abbildung 35. Funktionalisierung des Alkin-Makrozyklus.
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 Das vereinfachte Modellpeptid 105 kann selektiv in das 
makrozyklisierte Peptid 106 sowie das dibromierte Peptid 107 überführt werden. Die entsprechenden Chromatogramme 
der nicht aufgereinigten Reaktionsmischungen vor (105, oben) und nach der Ringschlussmetathese (106, mitte) sowie 
nach der Dibromierung (107, unten) sind gezeigt. Die entsprechenden Produktpeaks sind farblich hervorgehoben:  
105 = blau; 106 = rot; 107 = orange. Die -methylierten Alkinbausteine (blau) sind farblich gekennzeichnet.  
a) Komplex 103, trockenes Toluol, 40° C, 2 x 1.5 h; b) CuBr2, MeCN, Zimertemperatur, 3 x 1 h.  
 
Die Dibromierung des Alkin-Makrozyklus eröffnet die Möglichkeit einer weiteren Funktionalisierung des 
Olefins mit Hilfe von Kreuzkupplungsreaktionen. Kreuzkupplungen decken ein breites Substratspektrum ab 
und würden ein breites Screening unterschiedlich substituierter Verbrückungen ermöglichen. Zahlreiche 
Versuche, das dibromierte Olefin in einer Suzuki-Kupplung mit unterschiedlichen Boronsäuren zur Reaktion 
zu bringen, waren jedoch nicht erfolgreich. Auch die Synthese eines stark vereinfachten kurzen 
Modellpeptids ohne funktionelle Gruppen an den Aminosäureseitenketten konnte keine Abhilfe schaffen. In 
allen Fällen wurde entweder eine Eliminierung der Bromide unter Zurückgewinnung des nicht modifizierten 
Alkins oder der Verlust des Startmaterials beobachtet. 
  




5.3.4 Evaluierung der Alkin-Makrozyklen durch den Einbau in etablierte 
Systeme 
Um das gesamte Potential der neu entwickelten Harz-gebundenen Makrozyklisierung mittels RCAM zu 
evaluieren, wurde der Alkin-Makrozyklus in verschiedene etablierte Systeme eingebaut. Dabei wurden 
bekannte makrozyklische Binder mittels RCAM stabilisiert und auf Affinität gegenüber ihren Zielproteinen 
getestet. Da sich die Alkin-Makrozyklisierung als sehr robuste Methode darstellt, die alle gängigen 
Aminosäurefunktionalitäten toleriert, lässt sich die Methode prinzipiell auf jedes bekannte System 
anwenden. In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die Rab8/R6IP Interaktion gelegt. Zusätzlich wurde 
die 14-3-3/ExoS Wechselwirkung untersucht.  
 
5.3.4.1 Rab8/R6IP1 
Peptid 42 wurde als erster makrozyklische Binder einer aktivierten Rab–GTPase identifiziert (Abschnitt 
5.1).
278
 Die -helikale Struktur von Peptid 42 wird dabei durch eine -methylierte Olefinverbrückung 
stabilisiert. Um das Potential der Alkin-Makrozyklisierung von Peptidsequenzen auf fester Phase zu 
evaluieren, wurde die Olefin-Verbrückung von 42 durch einen Alkin-Makrozyklus ersetzt. Dabei ergeben 
sich drei unterschiedliche Verbrückungsgeometrien (108 – 110, Tabelle 5). Die 
Kohlenwasserstoffverbrückung des Alkin-Makrozyklus kann entweder mit einer Länge von neun oder zehn 
Kohlenstoffatomen geschlossen werden. Aufgrund der hohen Ringspannung war die Synthese einer 
Verbrückung mit acht Kohlenstoffatomen nicht erfolgreich. Eine Verbrückung von zehn Kohlenstoffatomen 
lieferte 108 und bedingte den zweimaligen Einbau von Baustein 91. Für die Synthese eines Linkers mit neun 
Kohlenstoffatomen wurden die beiden Bausteine 90 und 91 benötigt, die in unterschiedlicher Reihenfolge in 
die Peptidsequenz eingebracht wurden und die Peptide 109 und 110 bildeten. Wie in Abschnitt 5.3.3 
beschrieben lässt sich der Alkin-Makrozyklus mit Hilfe von CuBr2 in das dibromierte Olefin überführen. Um 
den Einfluss der Dibromierung auf das Bindungsverhalten von makrozyklischen Peptiden zu analysieren, 
wurden die drei Alkin-zyklisierten Peptide 108 – 110 mit CuBr2 behandelt und in ihre dibromierten Analoga 
111 – 112 überführt (Tabelle 5). Alle Peptide wurden an festerPhase synthetisiert und mit einem Fluorescein-
PEG-Konjugat funktionalisiert. Anschließend wurde ihre Affinität gegenüber Rab8(GppNHp) in einem FP-
Experiment bestimmt. Für eine initiale Abschätzung der Dissoziationskonstanten wurden relative KD-Werte 
ermittelt und die besten Binder in einem zusätzlichen FP-Experiment verifiziert. Die Alkin-Verbrücken 
Peptide 108 – 110 binden mit nahezu identischer Affinität an Rab8a(GppNHp) wie das -methylierte, 
olefinverbrückte Ausgangspeptid 42 (Tabelle 5). Im Gegensatz dazu zeigen die dibromierten Olefine 111 – 
113 eine verbesserte Affinität im Vergleich zu 42. Der beste dibromierte Binder 111 besitzt eine 
Verbrückung mit zehn Kohlenstoffatomen und bindet Rab8a(GppNHp) mit einer Affinität von 10.7 µM. 
Damit hat 111 eine ca. 2-fach höhere Affinität zu Rab8a(GppNHp) als das olefin-verbrückte Peptid 42 und 
eine mehr als 10-fach höhere Affinität als das nicht-modifizierte Ursprungspeptid 25.




Tabelle 5. Sequenzen und Bindungsdaten der monozyklischen Alkin-zyklisierten Rab–Binder. Ursprungssequenz von 
R6IP und eine Tabelle der monozyklischen Rab–Binder. Die Peptide wurden mittels SPPS synthetisiert, zyklisiert und 
mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert. In einem FP-Experiment wurden die Affinitäten gegenüber 
Rab8a6-176(GppNHp) ermittelt.Die-methylierten Olefinbausteine (gelb) und -methylierten Alkinbausteine (blau) 
sind farblich hervorgehoben. rel. KD = KD [Peptid] / KD [42]; rel. KD-Werte beziehen sich auf eine Singulettmessung; 
Angegebene KD-Werte stammen aus Dreifachmessungen. (Fehler entspricht 1).[a] KD[42] = 29.5 µM;  
[b] Dibromiertes Olefin; n.b. = nicht bestimmt. Eine Auflistung der absoluten KD-Werte befindet sich im Anhang 
(Tabelle 21). 
 
Wie die Bindungsstudien mit Rab8a(GppNHp) zeigen führt die Alkin-Makrozyklisierung im Vergleich zur 
Olefin–Verbrückung zu einem Erhalt der Affinität und vermutlich auch der Konformation. Der Einbau einer 
im Vergleich zum Olefin rigideren, linearen Struktur wie dem Alkin hat somit keinen negativen Einfluss auf 
die stabilisierte Sekundärstruktur. Der durch Dibromierung des Alkins erzielte Affinitätsgewinn zeigt 
welches Potential mit einer Funktionalisierung der Verbrückung verbunden ist. Die Darstellung von 
disubstituierten Olefinen bietet daher neue Möglichkeiten die biologischen Eigenschaften von -
methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptiden weiter zu verbessern.  
 
5.3.4.2 14-3-3/ExoS 
(Die Kristallisation mit 14-3-3 und Lösung der Kristallstruktur wurde von M.Sc. Kerstin Wallraven und 
M.Sc. David Bier durchgeführt.) 
Die humanen 14-3-3 Proteine bilden eine Familie von regulatorischen Proteinen, die durch die 
Wechselwirkungen mit zahlreichen strukturell und funktionell unterschiedlichen Proteinen in eine Vielzahl 
essentieller zellulärer Prozesse involviert sind.
313
 14-3-3 Proteine sind u.a. an der Regulation von Raf–
Kinasen, direkten Effektoren von Ras–GTPasen, beteiligt.314 Darüber hinaus dienen sie als Kofaktoren des 
Zytotoxins Exoenzym S (ExoS), das von pseudomonas aeruginosa freigesetzt wird. Die Aktivierung von 
ExoS durch Interaktion mit 14-3-3 führt zur ADP-Ribosylierung zahlreicher kleiner GTPasen und verursacht 
massiven zellulären Schaden.
315,316
 Die Inhibition der 14-3-3/ExoS Wechselwirkung reduziert die Virulenz 
und eine Analyse der Kristallstruktur von 14-3-3 mit ExoS identifizierte eine elf Aminosäuren große 




Peptidsequenz (114, Abbildung 36a) als essentielles Fragment der PPI.
317
 Ausgehend von dieser 
Peptidsequenz wurden die kohlenwasserstoffverbrückten Peptide 115 und 116 entwickelt, die eine irreguläre 
Peptidstruktur stabilisieren und 14-3-3 mit submikromolarer Affinität binden (KD[115] = 0.41 µM; KD[116] 
= 0.10 µM, Abbildung 36a, b).
74
 Die Peptide 115 und 116 besitzen eine i,i+3 Verbrückungsarchitektur und 
eine acht (115) bzw. zwölf Kohlenstoffatom (116) lange, komplett gesättigte Alkan-Verbrückung. Die 
Bindung von 115 und 116 an 14-3-3 erfolgt zu großen Teilen über den hydrophoben Linker, der das 
Peptidrückgrat verformt und die irreguläre Sekundärstruktur des Peptids in Lösung vororganisiert.
74
 Peptid 
116 kann dabei als Weiterentwicklung von 115 betrachtet werden. Da durch die komplette Sättigung der 
hydrophoben Verbrückung die Flexibilität des Linkers stark erhöht ist, sollten durch den Einbau eines Alkin-
Makrozyklus die Freiheitsgrade der Verbrückung eingeschränkt werden. Auf Grundlage der zuvor 
optimierten Peptide 115 und 116, die die unnatürlichen Bausteine an den Positionen 422 und 425 tragen, 
wurden acht Alkin-makrozyklisierte Peptide (117 – 124) mit unterschiedlichen Linkerlängen und 
Verbrückungsgeometrien synthetisiert.  
 
Abbildung 36. 14-3-3/ExoS Wechselwirkung und Bindungsdaten. (a) Schrittweise Optimierung der Bindung an  
14-3-3. Ausgehend vom nicht modifizierten Peptid 114 (grau) wurden durch Kohlenwasserstoffverbrückung die 
affineren Peptide 115 (blau) und 116 (gelb) entwickelt. Die Kohlenwasserstoffverbrückung (rot) hat großen Anteil an 
der Bindung und orientiert das Peptidrückgrat. PDB: 4N7G, 4N7Y, 4N84. (b) Sequenzen und Bindungsdaten aller 
makrozyklischen Peptide für die Bindung an 14-3-3. Angegebene KD-Werte stammen aus Dreifachmessungen. (Fehler 
entspricht 1).Die-methylierten Bausteine (grau) und -methylierten Alkinbausteine (blau) sind farblich 
hervorgehoben. k.B. = keine Bindung (c) Unnatürliche Bausteine zur Synthese von 115 und 116.  
 




Die synthetisierten Peptide 117 – 124 variieren in der Länge ihrer Kohlenwasserstoffverbrückung zwischen 
acht und zwölf Kohlenstoffatomen. Die Peptide mit einer geraden Anzahl an Kohlenstoffatomen in der 
Verbrückung wurden als einzelne Regioisomere synthetisiert (117, 120, 121 und 124) und tragen die 
Dreifachbindung in der Mitte des Linkers. Für Peptide mit einer ungeraden Anzahl an Kohlenstoffatomen in 
der Verbrückung (118, 119, 122 und 123) wurden jeweils beide Regioisomere mit der längeren 
Kohlenstoffkette am N- bzw. am C-Terminus hergestellt. Prinzipiell lassen sich die Peptide in zwei Klassen 
einteilen: Zum einen Peptide die einen R- und einen S-konfigurierten Baustein tragen (117 – 120), zum 
anderen Peptide mit zwei S-konfigurierten Bausteinen (121 – 124). Alle Peptide wurden mittels SPPS 
synthetisiert, für FP-Experimente mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert und ihre Affinität zu 
14-3-3 bestimmt. Von den Peptiden der R/S-konfigurierten Familie zeigte nur Peptid 117 eine Bindung zu 
14-3-3. Für Alle anderen Peptide dieser Klasse wurden stark reduzierte Affinitäten (> 10 µM) beobachtet. 
Die Dissoziationskonstante von 117 liegt mit KD = 0.54 µM um das 1.6-fache unter der des nicht-
modifizierten Peptids 114. Peptid 117 trägt den R-konfigurierten Baustein 93 an Position 422 und den S-
konfigurierten Baustein 90 an Position 425. Insgesamt ergibt sich somit eine Verbrückungslänge von acht 
Kohlenstoffatomen, wobei sich die Dreifachbindung zwischen C4 und C5 befindet. Die Peptide 121 – 124 
mit zwei S-konfigurierten Bausteinen zeigten eine generell höhere Affinität als ihre R/S-konfigurierten 
Analoga. Für die beiden Peptide 121 und 124 wurden submikromolare Affinitäten bestimmt. Das 
Regioisomer 123 zeigte gegenüber 14-3-3 eine niedrig mikromolare Affinität KD[123] = 1.35 µM, während 
für das andere Regioisomer 122 keinerlei Bindung beobachtet wurde. Peptid 124 ist mit einer 
Dissoziationskonstante von KD = 0.31 µM der beste Alkin-makrozyklisierte Binder von 14-3-3. Peptid 124 
bindet zwar im Vergleich mit seinem komplett reduzierten Analogon 116 (12-C) etwas schlechter an  
14-3-3, zeigt jedoch eine 2.7-fach größere Affinität als das nicht-modifizierte Peptid 114. Außerdem hat 
124 eine höhere Affinität als das komplett reduzierte Peptid 115 (8-C) aus der ersten Generation der 
hydrophob-verbrückten 14-3-3 Binder. Peptid 124 besitzt eine Verbrückung aus zwölf Kohlensoffatomen die 
durch zwei S-konfigurierte Bausteine 93 an den Positionen 422 und 425 gebildet wird (Abbildung 37a). Die 
Dreifachbindung befindet sich zwischen C6 und C7. Die beobachteten Trends der Bindungsaffinitäten 
entsprechen dem Bindungsverhalten der komplett gesättigten Analoga.
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Die gute Bindungsaffinität von 124 konnte in einem orthogonalen Bindungsexperiment mit Hilfe von 
microscale thermophoresis Messungen (MST) bestätigt werden. In zwei Durchgängen konnte eine Affinität 
von KD = 0.44 µM bestimmt werden (Anhang, Abbildung 63, 64), die in guter Näherung zu den erhaltenen 
FP-Bindungswerten liegt. Darüber hinaus konnten die im FP bestimmten Bindungstrends in einem 
Verdrängungsexperiment verifiziert werden. Ein Komplex aus Fluorescein-markiertem 114 und 14-3-3 ließ 
sich durch die Zugabe von acetyliertem Peptid 124 mit einem IC50 = 1.19 µM auflösen (Abbildung 37b). Die 
Zugabe von acetyliertem Peptid des schlechteren Binders 114 lieferte hingegen einen IC50 von 4.65 µM. Das 
bestätigte die reversible und kompetitive Bindung der beiden Peptide an 14-3-3. 





Abbildung 37. Sequenz und FP-Verdrängungsexperimente. (a) Sequenz des besten Alkin-makrozyklisierten 14-3-3 
Binders 124. Der Makrozyklus wird durch die Verknüpfung von zwei S-konfigurierten Bausteinen 93 aufgebaut.  
R = Fluorescein-PEG, Acetyl. (b) Verdrängung von 14-3-3 (2 µM) gebundenem, Fluorescein-markiertem Peptid 114 
(10 nM) mit steigenden Konzentrationen von acetyliertem Peptid 124 und 114. Dreifachmessungen, Fehler entsprechen 
1  
 
Die Ergebnisse des FP-Verdrängungsexperiments (Abbildung 37b) legen nahe, dass das Alkin verbrückte 
Peptid 124 an dieselbe Stelle auf 14-3-3 bindet, wie das nicht-modifizierte Ausgangspeptid 114. Diese 
Vermutung wird durch die Co-Kristallisation von 124 (türkis) mit 14-3-3 bestätigt (Abbildung 38). Die 
Kristalle erlaubten eine Bestimmung der Struktur von 124 im Komplex mit 14-3-3C (Aminosäuren 1-230) 
bei 2.4 Å (Anhang, Tabelle 23). Die dabei erhaltene Elektronendichte ermöglichte die Identifikation des 
Alkin-Makrozyklus, sowie der gesamten Peptidsequenz von 124 bis auf das N-terminale Gln420. Die C-
terminalen Aminosäuren 426 – 430 von 124 (türkis) überlagern dabei nahezu komplett mit denen des nicht 
modifizierten Ausgangspeptids 114 (dunkelgrau, Abbildung 38a). Dadurch werden die essentiellen 
hydrophoben Kontakte von Leu426 und Leu428 sowie die elektrostatische Anziehung von D427 
aufrechterhalten. Insgesamt beruht die Wechselwirkung von 124 und 14-3-3 vorallem auf den hydrophoben 
Kontakten des Alkin-Makrozyklus und den Seitenketten von Leu423, Leu426 und Leu428 mit der 
hydrophoben Furche von 14-3-3. Der Austausch der Aminosäuren Leu422 und Ala425 des nicht 
modifizierten Ausgangspeptids 114 durch den zwölf Kohlenstoffatom langen Alkin-Makrozyklus von 124 
vergrößert die hydrophobe Kontaktfläche des Peptids mit 14-3-3 und ermöglicht die Ausbildung einer 
irregulären Sekundärstruktur (Abbildung 38b). In dieser vororganisierten Konformation ist die Bindung an 




14-3-3 im Vergleich zum nicht-modifizierten Peptid 114 begünstigt. Aus der Kristallstruktur wird 
ersichtlich, dass die Alkin-Verbrückung eine Verschiebung des Peptidrückgrats der Aminosäuren 421 – 425 
bewirkt, wodurch sich die geringe Abweichung des N-Terminus ergibt. Eine Überlagerung von 124 (türkis) 
mit dem Alkan-makrozyklisierten Peptid 116 (orange) im Komplex mit 14-3-3 zeigt eine exzellente 
Überlagerung des Peptidrückgrats und der Seitenketten sowohl des N- wie auch des C-Terminus (Abbildung 
38c, d). Aufgrund der größeren Flexibilität des Alkan-Makrozyklus im Vergleich zum rigideren Alkin-
Makrozyklus, ergeben sich minimale Abweichungen in der Konformation der 
Kohlenwasserstoffverbrückung für die Peptide 116 (orange) und 124 (türkis), die Ursache der leicht 
unterschiedlichen Affinitäten sein könnte. Insgesamt konserviert 124 die essentielle Orientierung der C-
terminalen Seitenketten des nicht-modifizierten Ausgangspeptids 114 und vergrößert zudem die N-terminale 
Interaktionsfläche mit 14-3-3 durch zusätzliche hydrophobe Kontakte des Alkin-Makrozyklus. Dabei liegt 
die Vermutung nahe, dass die Alkin-Verbrückung von Peptid 124 die Bindung an 14-3-3 durch die 





Abbildung 38. Kristallstruktur von 124 im Komplex mit 14-3-3 bei 2.4 Å. (a) Seitenansicht von 124 im Komplex mit 
14-3-3. Die Struktur von 124 (türkis) ist mit der des nicht-modifizierten Binders 114 (dunkelgrau) überlagert. Die für 
die Bindung an 14-3-3 wichtigen Aminosäuren L423, L426, D427 und L428 sowie die Alkin-Verbrückung (rot) sind 
explizit dargestellt. (b) Frontalansicht des Alkin-makrozyklisierten Peptids 124 im Komplex mit 14-3-3, überlagert mit 
114. Die Dreifachbindung innerhalb des geschlossenen Makrozyklus ist hervorgehoben, ebenso die Aminosäuren L422 
und A425 von Peptid 114. (c) Seitenansicht von 124 im Komplex mit 14-3-3. Die Struktur von 124 (türkis) ist mit der 
des Alkan-verbrückten Binders 116 (orange) überlagert. Die für die Bindung an 14-3-3 wichtigen Aminosäuren L423, 
L426, D427 und L428 sowie die Verbrückungen (rot) sind explizit dargestellt. (d) Frontalansicht des Alkin-
makrozyklisierten Peptids 124 im Komplex mit 14-3-3, überlagert mit 116. PDB: 5J31, 4N7G, 4N84. 




Durch den Einbau eines Alkin-Makrozyklus in die Peptidsequenz von ExoS ließ sich im Vergleich zum 
nicht-modifizierten Ausgangspeptid 114 ein verbesserter Binder (124) entwickeln, der 14-3-3 an der gleichen 
Stelle und in identischer Orientierung bindet. Wie schon für die Alkan-makrozyklisierten Peptide 115 und 
116 beobachtet, scheint eine Kohlenwasserstoffverbrückung mit einer Länge von zwölf Kohlenstoffatomen 
am besten für die Bindung an 14-3-3 geeignet zu sein. Dabei bindet das Peptid unter Ausbildung einer 
irregulären Sekundärstruktur. Es zeigt sich, dass der Einsatz eines Aklin–Makrozyklus nicht nur für die 
Stabilisierung einer -Helix (Abschnitt 5.3.4.1) geeignet ist, sondern auch weitere Konformationen 
stabilisieren kann.  
  




5.4 Bizyklische Peptide mittels orthogonaler Olefin- & Alkin-
Ringschlussmetathese 
Neben monozyklischen Peptiden repräsentieren polyzyklische Peptide eine äußerst interessante 
Substanzklasse für die Inhibition von PPIs (Abschnitt 2.2.1). Die Synthesestrategien für bi- und 
polyzyklische Peptide beruhen hauptsächlich auf zwei Ansätzen, dem Einbau eines biologisch aktiven 
Epitops in eine disulfidreiche Gerüststruktur
70,71
 oder der Zyklisierung mit TBMB in Phage-Display 
Studien.
64,72
 Anhand der in Abschnitt 2.2.2 vorgestellten Strategien zur Synthese stabilisierter -Helices sind 
zwar andere Ansätze zur Synthese polyzyklischer Peptide denkbar, diese wurden bisher allerdings nicht 
intensiv verfolgt. Zudem würde eine Kombination der unterschiedlichen Strategien jeweils Verbrückungen 
mit unterschiedlichen chemischen Eigenschaften innerhalb eines Peptids hervorbringen. Für die Synthese 
von polyzyklischen Peptiden mit ausschließlich hydrophoben Kohlenwasserstoffverbrückungen ist der 
Einbau mehrerer Olefine notwendig, was zu Problemen während der Zyklisierung führen kann.
305,318
 
Unerwünschte Nebenreaktionen können dabei durch die Wahl geeigneter Ring-Größen und Architekturen 
minimiert werden.
120
 Zudem kann durch die Transformation funktioneller Gruppen oder durch aufwendige 
Feinabstimmung der Olefin-Reaktivitäten Einfluss auf die Selektivität genommen werden.
319
 Daraus ergibt 
sich ein Bedarf für Strategien, die es erlauben zwei konsekutive, orthogonale Metathesereaktionen chemo- 
und regioselektiv ablaufen zu lassen um somit den Aufbau bizyklischer Peptide zu ermöglichen. 
Die bereits in Abschnitt 5.3 für die feste Phase etablierte Molybdän-katalysierte Alkin-Ringschlussmetathese 
ist eine orthogonale Reaktion zur Ruthenium vermittelten Olefin-Ringschlussmetathese. Sie könnte daher die 
Synthese bizyklischer Peptide ermöglichen. Bisherige Versuche bizyklische Peptide mittels orthogonaler 
Olefin- und Alkin-Ringschlussmetathese in Lösung zu synthetisieren schlugen fehl.
63
 Lediglich einzelne 
Bausteine konnten in Lösung in Anwesenheit orthogonaler funktioneller Gruppen verknüpft werden.
320
 Im 
Folgenden sollte die Synthese bizyklischer Peptide mit Hilfe orthogonaler RCM/RCAM 
Ringschlussreaktionen untersucht werden.  
 
5.4.1 Synthese orthogonal zyklisierter Peptide 
Um zu untersuchen, ob sich RCM und RCAM orthogonal innerhalb eines Peptids anwenden lassen, wurde 
das Modellpeptid 128 synthetisiert (Abbildung 39). Peptid 128 enthält zwei Alkin-funktionalisierte 
Bausteine (90 und 91) im Abstand i,i+4 und zwei Olefin-Bausteine (S5) ebenfalls im Abstand i,i+4. Der C-
terminale Alkin-Makrozyklus und der N-terminale Olefin-Makrozyklus sind ebenfalls im Abstand i,i+4 
eingebaut. Auf diese Weise kann ein Olefin–Makrozyklus unmittelbar neben einem Alkin-Makrozyklus 
geschlossen werden.  
 





Abbildung 39. Synthese bizyklischer Peptide mittels RCM/RCAM in Anlehnung an Cromm et.al..
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 (a) Schematische 
Darstellung der Synthese von bizyklischen Peptiden ausgehend von linearen Vorläuferpeptiden mit Hilfe von RCM und 
RCAM. (j = 2; R = Seitenkette proteinogener Aminosäuren außer Cys und Met). (b) Sequenz des bizyklischen Peptids 
128. Chromatogramme der nicht aufgereinigten Peptide, vor der Zyklisierung (125, blau), nach RCAM (126, rot), nach 
RCM (127, orange) und nach simultaner Eintopfreaktion (RCM und RCAM; 128, grün). Die -methylierten 
Olefinbausteine (gelb) und -methylierten Alkinbausteine (blau) sind farblich hervorgehoben. c) Komplex 103, 
trockenes Toluol, 40° C, 2 x 1.5 h; d) Grubbs-I-Katalysator, DCE, Raumtemperatur, 3 x 2 h; e) Komplex 103, Grubbs-
I-Katalydsator, trockenes Toluol. 40° C, 2 x 1.5 h. 




Die Behandlung des offenen Vorläufer-Peptids 125 (blauer Peak) entweder mit Komplex 103 oder mit 
Grubbs-I-Katalysator führte zur selektiven Schließung des Alkin- (126, roter Peak) bzw. Olefin–
Makrozyklus (127, oranger Peak) (Abbildung 39). HPLC-MS Analyse der monozyklisierten Intermediate 
126 und 127 bestätigte die selektive Ringschlussreaktion der gewünschten Alkin- bzw. Olefin-Makrozyklen, 
ohne Formation des alternativen Zyklisierungsprodukts (Abbildung 40b, c). Beide monozyklischen 
Intermediate 126 und 127 lassen sich problemlos in das bizyklische Produkt 128 durch Anwendung der 
entsprechenden komplementären Metathesereaktion überführen (Abbildung 40d, e). Darüber hinaus ist es 
möglich, beide Makrozyklen simultan in einer Eintopfreaktion zu schließen (Abbildung 39, Abbildung 40f). 
Die Behandlung des offenkettigen Vorläufer-Peptids 125 mit einer Mischung aus Komplex 103 und Grubbs-
I-Katalysator lieferte selektiv das bizyklische Produkt 128 (grüner Peak).  





Abbildung 40. Massenspektren des bizyklischen Peptids 128. (a) Massenverteilung des linearen Vorläuferpeptids 125. 
(b) HPLC-MS Analyse des Alkin-makrozyklisierten Intermediats 126 (oben). Lediglich das Alkin-zyklisierte Produkt 
und kein Olefin-zyklisiertes Produkt ist zu erkennen. Massenverteilung des Alkin-zyklisierten Intermediats 126 (unten). 
(c) HPLC-MS Analyse des Olefin-makrozyklisierten Intermediats 127 (oben). Lediglich das Olefin-zyklisierte Produkt 
und kein Alkin-zyklisiertes Produkt ist zu erkennen. Massenverteilung des Olefin-zyklisierten Intermediats 127 (unten). 
(d) Massenverteilung des bizyklischen Alkin/Olefin Produkts 128. (e) Massenverteilung des bizyklischen n 
Olefin/Alkin Produkts 128. (f) Massenverteilung des bizyklischen Eintopf Produkts 128.  




Während bei Peptid 128 die beiden Makrozyklen wie Perlen an einer Kette aneinandergereiht sind, wurde 
zusätzlich das sterisch anspruchsvollere Peptid 129 synthetisiert (Abbildung 41). In Peptid 129 greifen beide 
Makrozyklen ineinander und ergeben eine rigidere, verschränkte Gerüststruktur. Wie schon für Peptid 128 
gezeigt, lassen sich die monozyklischen Intermediate 131 und 132, sowie das bizyklische Produkt 129 
selektiv mittels sequenzieller- oder Eintopf-Synthese darstellen (Abbildung 41b, Abbildung 42). So ist auch 
die Synthese komplexer bizyklischer Peptide mittels orthogonaler Alkin- und Olefin-Ringschlussmetathese 
in ausgezeichneten Selektivitäten, mit quantitativen Umsätzen und als Eintopfreaktion möglich. 
 
Abbildung 41. Sequenz und HPLC-Spektren des Bizyklus 129. (a) Sequenz und Struktur des verschränkten 
bizyklischen Peptids 129. Die-methylierten Olefinbausteine (gelb) und -methylierten Alkinbausteine (blau) sind 
farblich hervorgehoben. (R = Seitenkette proteinogener Aminosäuren außer Cys und Met) (b) Chromatogramme der 
nicht aufgereinigten Peptide, vor der Zyklisierung (130, blau), nach RCAM (131, rot), nach RCM (132, orange) und 
nach simultaner Eintopfreaktion (RCM und RCAM; 133, grün). 





Abbildung 42. Massenspektren des bizyklischen verschränkten Peptids 129. (a) Massenverteilung des linearen 
Vorläuferpeptids 130. (b) HPLC-MS Analyse des Alkin-makrozyklisierten Intermediats 131 (oben). Lediglich das 
Alkin-zyklisierte Produkt und kein Olefin-zyklisiertes Produkt ist zu erkennen. Massenverteilung des Alkin-zyklisierten 
Intermediats 131 (unten). (c) HPLC-MS Analyse des Olefin-makrozyklisierten Intermediats 132 (oben). Lediglich das 
Olefin-zyklisierte Produkt und kein Alkin-zyklisiertes Produkt ist zu erkennen. Massenverteilung des Olefin-
zyklisierten Intermediats 132 (unten). (d) Massenverteilung des bizyklischen Alkin/Olefin Produkts 129.  
(e) Massenverteilung des bizyklischen Olefin/Alkin Produkts 129. (f) Massenverteilung des bizyklischen Eintopf 
Produkts 129.  




5.4.2 Synthese bizyklischer Peptide zur Inhibition von Rab8 
Um das Potential der bizyklischen Olefin/Alkin-Peptide zu untersuchen, sollten sie ein biologisch aktives 
Peptid eingebaut und getestet werden. Da die Rab8/R6IP-Wechselwirkung ein etabliertes System für 
modifizierte Peptide darstellt, wurden entsprechende Peptide mittels orthogonaler RCM/RCAM synthetisiert 
(133 – 138, Abbildung 43a). Als Grundlage diente die in Abschnitt 5.2 etablierte Architektur von zwei i,i+4 
verknüpften Makrozyklen an den Positionen K903/L907 und L911/A915. Da die Alkin-Makrozyklisierung 
am effektivsten mit einer Linkerlänge von neun bzw. zehn Kohlenstoffatomen funktioniert, wurden pro 
Alkin-Makrozyklus drei Analoga synthetisiert (siehe Abschnitt 5.3.4). Für die Synthese einer Verbrückung 
mit zehn Kohlenstoffatomen werden zwei Bausteine des Typs 91 benötigt. Die Synthese einer Verbrückung 
mit neun Kohlenstoffatomen erfordert den Einbau von zwei unterschiedlichen Bausteinen (90 und 91), 
wodurch sich zwei Regioisomere ergeben. Wie bereits erwähnt, war die Synthese eines Linkers mit acht 
Kohlenstoffatomen (zweimal 90) aufgrund einer zu großen Ringspannung nicht erfolgreich. Insgesamt 
ergaben sich somit die sechs bizyklischen Peptide 133 – 138. Die orthogonal makrozyklisierten Peptide 133 
– 135 tragen die Olefin–Verbrückung am N-Terminus und die Alkin-Verbrückung am C-Terminus, während 
für die Peptide 136 – 138 die Positionen der Makrozyklen vertauscht sind. Alle Peptide wurden an fester 
Phase synthetisiert und für FP-Experimente mit einem Fluorescein-PEG-Konjugat funktionalisiert. 
Anschließend wurde ihre Affinität zu Rab8a(GppNHp) mittels FP bestimmt. Für eine erste Abschätzung der 
Affinität wurden relative KD-Werte in einer Einfachmessung bestimmt, bevor die Affinität der besten Binder 
in einem weiteren FP-Experiment in einer Dreifachmessung verifiziert wurde.  





Abbildung 43. Bizyklische Peptide zur Bindung von Rab8a. (a) Tabelle mit bizyklischen Olefin/Alkin-Analoga von 
Peptid 25. Die Dissoziationskonstanten gegenüber Rab8a(GppNHp) wurden mit Hilfe von FP-Experimenten bestimmt. 
rel. KD = KD [Peptid] / KD [42]; rel. KD-Werte beziehen sich auf eine Singulettmessung; Angegebene KD-Werte 
stammen aus Dreifachmessungen. (Fehler entspricht 1). n.b. = nicht bestimmt; [a] KD [42] = 29.5 µM. Eine Auflistung 
der absoluten KD-Werte befindet sich im Anhang (Tabelle 21). (b) FP-Graph der Dreifachessungen der besten Binder. 
(c) Sequenz des besten bizyklischen Binders von Rab8a(GppNHp), Peptid 134. . Die -methylierten Olefinbausteine 
(gelb) und -methylierten Alkinbausteine (blau) sind farblich hervorgehoben. 
 
Im Gegensatz zu den monozyklischen Alkin-Makrozyklen (Abschnitt 5.3.4) zeigten alle bizyklischen 
Peptide eine deutliche Steigerung der Affinität im Vergleich zum Ausgangspeptid 42 (Abbildung 43a). 
Insbesondere die Peptide 134 und 137 zeigten die größten Verbesserungen und binden an aktiviertes 
Rab8a(GppNHp) im einstelligen mikromolaren Bereich (KD[134] = 6.6 μM; KD[137] = 9.6 μM). Für beide 
unterschiedlichen Architekturen brachte jeweils eine neun Kohlenstoffatome umfassende Verbrückung mit 
Baustein 91 an der C-terminalen Position und 90 an der N-terminalen Position den größten Affinitätsgewinn. 




Im Gegensatz dazu, waren die Peptide 135 und 138 mit Baustein 91 N-terminal und 90 C-terminal die 
bizyklischen Peptide mit der geringsten Bindungsaffinität. Das bizyklische Peptid 134 bindet mit einer 
Dissoziationskonstante von 6.6 µM mehr als 3-mal besser an Rab8a(GppNHp) als das monozyklische 
Ausgangspeptid 42 und mehr als 15-mal besser als das nicht-modifizierte Peptid 25. Darüber hinaus zeigt 
134 eine nahezu identische Affinität, wie das bindungsoptimierte bizyklische Peptid 73 (Abschnitt 5.2). Um 
die einstellig mikromolare Affinität von 73 zu erreichen, bedurfte es allerdings zwei zusätzlicher 
Variationen, wo hingegen die niedrige mikromolare Affinität von 134 ohne Sequenzoptimierung nur durch 
den Alkin-Makrozyklus bedingt ist. Die Bindung von 134 an Rab8a(GppNHp) konnte mit Hilfe von MST 
bestätigt werden. Eine Analyse der Fluoreszenzintensität der MST Messungen ergab einen KD von 11 µM für 
134 (Anhang, Abbildung 65, 66). Zudem konnte in einem FP-Verdrängungsexperiment ein Komplex von 
Rab8a(GppNHp) (15 µM) und 134 (60 nM) durch die Zugabe von acetyliertem Peptid 42 aufgelöst werden 
(Abbildung 44a). Die vollständige Verdrängung von 134 mit 42 zeigte die reversible Bindung beider Peptide 
an die gleiche Position und erfolgte mit einem IC50 von 33 µM. Wie erwartet ließ sich der Komplex aus 
Rab8a(GppNHp) und 134 nicht durch die Zugabe des weniger affinen Binders 25 auflösen. Darüber hinaus 
konnte Peptid 42 (60 nM) ebenfalls durch die Zugabe von acetyliertem Peptid 134 von Rab8a(GppNHp) 
(100 µM) verdrängt werden (Abbildung 44b). Dabei wurde ein IC50 von 23 µM beobachtet. 
 
Abbildung 44. FP-Verdrängungsexperimente mit bizyklischen Olefin/Alkin Peptiden. (a) Verdrängung von 
Rab8a(GppNHp) (15 µM) gebundenem, Fluorescein-markiertem Peptid 134 (60 nM) mit steigenden Konzentrationen 
von acetyliertem Peptid 42 und 25. (b) Verdrängung von Rab8a(GppNHp) (40 µM) gebundenem, Fluorescein-
markiertem Peptid 42 (60 nM) mit steigenden Konzentrationen von acetyliertem Peptid 134 und 25. 
Dreifachmessungen, Fehler entsprechen 1   
  




Die Synthese bizyklischer Peptide mittels orthogonaler RCAM/RCM ermöglichte die Weiterentwicklung des 
monozyklischen Rab8a Binders 42 in das bizyklische Peptid 134 mit einer mehr als 3-fach höheren Affinität. 
Der zusätzliche Einbau eines Alkin-Makrozyklus mit einer Länge von neun Kohlenstoffatomen an den 
Positionen 911 und 915 brachte die größte Verbesserung im Vergleich zu 42. Das belegt das Potential des 
entwickelten Ansatzes zur Synthese von bizyklischen Peptiden. Eine vergleichbare Affinität mit zwei 
Olefin–Makrozyklen konnte nur mittels zusätzlicher Sequenzoptimierung erreicht werden (73). Damit ist die 
Synthese von Alkin-Makrozyklen und insbesondere von bizyklischen RCAM/RCM Peptiden ein 
interessanter Ansatz zur Weiterentwicklung von bereits identifizierten makrozyklischen Peptiden.  
  




5.5 -Helikal stabilisierte Peptide zur Inhibition von UNC119 
(Die Proteinexpression und Aufreinigung erfolgte in Kooperation mit Dr. Mamta Jaiswal.) 
Die Lipid-bindenden Proteine UNC119a und UNC119b wurden als Transportproteine von myristoylierten 
Untereinheiten von G-Proteinen und Tyrosin-Kinasen des Scr-Typs identifiziert (Abschnitt 3.3).
223
 Ein 
knock-down von UNC119a steht in direktem Zusammenhang mit unvollständiger Zytokinese, da wichtige 
Proteine der Zellteilung nicht an ihren Bestimmungsort gelangen.
227
 Die bisherigen Ansätze, die darauf 
abzielten die zeitliche und räumliche Organisation essentieller Proteine zu stören, adressierten vor allem die 
Synthesemaschinerie zur Herstellung lipidierter Proteine, wie z.B. Farnesyltransferase-Inhibitoren oder 
Plamitoylierungs-Inhibitoren.
240
 Nur in wenigen Beispielen, wie der Entwicklung des PDE Inhibitors 
Deltarasin (14),
248
 wurden die Transportmechanismen der lipidierten Proteine adressiert. In diesem 
Zusammenhang stellt das Transportprotein UNC119 ein potentiell interessantes Zielprotein dar. Die 
unvollständig ablaufende Zellteilung nach UNC119 knock-down könnte UNC119-Inhibitoren als neuen 
Ansatz gegen sich schnell teilende Zellen identifizieren. Daher sollte im Folgenden der Einsatz lipidierter, 
stabilisierter Peptide zur Inhibition von UNC119 untersucht werden. 
 
5.5.1 Evaluierung UNC bindender Peptidfragmente 
Wie in vorangegangenen Studien bereits gezeigt wurde, interagiert UNC119 mit einer Vielzahl von  
N-terminal myristoylierten Proteinen.
223
 Darüber hinaus binden auch kurze, N-terminal myristoylierte 
Peptidfragmente mit nanomolarer Affinität an UNC119.
222,321
 UNC119 bindet dabei selektiv einfach  
N-terminal myristoylierte Peptidsequenzen und zeigt keinerlei Affinität gegenüber mehrfach lipidierten oder 
prenylierten Peptiden.
321
 Die Entwicklung Peptid-basierter Inhibitoren für UNC119 erfolgte auf Basis der 
Kristallstruktur mit dem N-terminal lauroylierten Peptid der -Untereinheit von Transducin, Gnat1 
(Abbildung 45a, b).
222
 Dieses Peptid bindet sowohl in seiner lauroylierten, wie auch myristoylierten Form 
mit submikromolaren Dissoziationskonstanten an UNC119.
222
 Die Kristallstruktur zeigt, dass der Lipidrest 
und der erste Abschnitt der Peptidsequenz tief in das Protein hineinragen. Dabei bilden die ersten sechs  
N-terminalen Aminosäuren des Peptids eine einfache -Helix-Windung, die vollständig in die Bindetasche 
von UNC119 hineinragt. Die weiteren Aminosäuren zeigen keinen Kontakt mit UNC119 und sind teilweise 
nicht aufgelöst. Aufgrund der helikalen Sekundärstruktur wurde die Gnat1 Peptidsequenz als Grundlage für 
die Entwicklung Peptid-basierter Inhibitoren ausgewählt.  
Um die Dissoziationskonstante der nicht modifizierten Sequenz zu bestimmten, wurde das N-terminal 
myristoylierte Peptid 139 mittels SPPS hergestellt. Da der N-Terminus des Peptids lipidiert ist, musste die 
für FP-Experimente essentielle Fluoreszenzmarkierung C-terminal erfolgen. Dazu wurde ein Mtt-
seitenkettengeschütztes C-terminales Lysin in die Peptidsequenz eingebaut. Die Mtt-Schutzgruppe kann nach 




erfolgreicher Synthese selektiv mit 1%-iger TFA in DCM abgespalten werden. Anschließend wird das freie 
Amin der Lysin-Seitenkette mit Fluorescein funktionalisiert und das Peptid vom Harz abgespalten. Im FP-
Experiment ergaben sich für das nicht-modifizierte Peptid 139 Affinitäten von KD = 7.5 nM gegenüber 
UNC119a und KD = 11.2 nM gegenüber UNC119b (Abbildung 45c). Die Dissoziationskonstanten für 139 
lagen sowohl für UNC119a wie auch für UNC119b im niedrigen nanomolaren Bereich und bestätigten die 
hohe Affinität des Peptids aus früheren Studien.
222
 Peptid 139 zeigte allerdings nur geringe Selektivität in 
Bezug auf die beiden UNC119 Homologen. Auf Grundlage der FP-Bindungsdaten wurde die Peptidsequenz 
von 139 als Startpunkt für die Synthese -methylierter, kohlenwasserstoffverbrückter Derivate ausgewählt.  
 
Abbildung 45. Kristallstruktur von Gnat1 und Bindungsdaten. Frontalansicht (a) und Seitenansicht (b) der UNC119 
bindenden lauroylierten Gnat1 Peptidsequenz. Das Peptid ist nahezu vollständig in das Lipid-bindende Protein UNC119 
insertiert. PDB = 3RBQ (c) Sequenz des nicht-modifizierten Peptids 139 und Affinitäten zu UNC119a und UNC119b. 
Dreifachmessungen, Fehler entsprechen 1 Die N-terminale Fettsäure ist farblich hervorgehoben.  
 
5.5.2 Stabilisierung des lipidierten Peptidfragments 
Die Kristallstruktur von Gnat1 mit UNC119 zeigt einen kurzen -helikalen Abschnitt, der die letzten sechs 
Aminosäuren des N-Terminus des Peptids umfasst (Abbildung 46a). Ausgehend von den vielversprechenden 
Bindungsdaten des nicht modifizierten Peptids 139 (5.5.1) wurden -methylierte, 
kohlenwasserstoffverbrückte Peptide entworfen, um die kurze -Helix von Gnat1 zu stabilisieren. Dazu 
wurden zunächst die beiden Peptide 140 und 141 mit einer i,i+3 Verbrückung, welche sich besonders zur 
Stabilisierung kurzer helikaler Bereiche eignet, synthetisiert (Abbildung 46b). Beide Peptide wurden an 
ihrem N-Terminus myristoyliert und C-terminal über ein Lysin mit Fluorescein funktionalisiert. Die Affinität 
zu UNC119a und UNC119b wurde in einem FP-Experiment bestimmt. Beide Peptide (140 und 141) zeigten 
deutlich geringere Affinitäten für UNC119 als das nicht-modifizierte Peptid 139 (Abbildung 46b). Während 
140 jedoch keine Selektivität zwischen den UNC Homologen aufwies (KD[UNC119a] = 98.3 nM, 
KD[UNC119b] = 80.7 nM) zeigte 141 eine mehr als 7-fach höhere Affinität zu UNC119a im Vergleich zu 
UNC119b (KD[UNC119a] = 78.4 nM, KD[UNC119a] = 594 nM). Insgesamt liegen die 
Dissoziationskonstanten von 140 und 141 aber um das mindestens 10-fache über denen von 139. Aufgrund 
dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass die Kohlenwasserstoffverbrückung im -helikalen Bereich von 




Gnat1 zu einer sterischen Hinderung führt. Da der N-Terminus von Gnat1 komplett von UNC119 
umschlossen ist, scheint an diesen Positionen nicht ausreichend Platz für das Einbringen einer sterisch 
anspruchsvollen Verbrückung zu sein. Die Ergebnisse decken sich mit den in Abschnitt 2.2.2 diskutierten 
Adressierungsmöglichkeiten von seitenkettenverbrückten Peptiden. Verbrückte Peptide sind nur in 
Ausnahmefällen in der Lage eine Helix, die über drei Seitenflächen interagiert, zu stabilisieren. In diesen 
Fällen sind HBS-Helices besser geeignet. Die N-terminale Myristoylierung schließt jedoch den Einsatz einer 
HBS-Helix aus, sodass nach Alternativen gesucht wurde.  
 
Abbildung 46. -Methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptide zur Inhibition von UNC119. (a) Struktur und 
Sequenz des lauroylierten Gnat1 Peptidfragments. Zur besseren Übersicht ist die Peptidsequenz in Bereiche unterteilt. 
PDB = 3RBQ (b) Sequenzen und Affinitäten der UNC119 bindenden Peptide. Dreifachmessungen, Fehler entsprechen 
1  Die-methylierten Olefinbausteine (gelb) und die N-terminale Fettsäure sind farblich hervorgehoben.  
Myr = Myristinsäure (türkis), Lau = Laurinsäure (dunkelgrün), Ac = Acetyl (grau), k. B. = keine Bindung. 
 
Da der Einbau einer Verbrückung die Ausbildung einer -helikalen Konformation induziert und nicht nur 
lokal wirkt, wurde die -helikale Kohlenwasserstoffverbrückung in Richtung des C-Terminus verschoben. 
So sollte der zuvor ungeordnete und teilweise in der Kristallstruktur nicht aufgelöste C-Terminus, der nicht 
im Zielprotein verborgen ist, in eine -helikale Form gezwungen werden. Dafür wurden drei unterschiedlich 
stabilisierte Peptide getestet, zwei mit einer i,i+3-Architektur und eins mit einer i,i+4-Architektur. Inspiriert 




durch die Kristallstruktur, in der Gnat1 lauroyliert an UNC119 bindet, wurden die drei unterschiedlich 
stabilisierten Peptide sowohl in ihrer myristoylierten Form (142 – 144) als auch in ihrer lauroylierten Form 
(145 – 147) synthetisiert und im FP-Experiment getestet (Abbildung 46b). Dabei ist festzustellen, dass die 
myristoylierten Peptide 142 – 144 niedrigere Dissoziationskonstanten aufweisen als ihre lauroylierten 
Analoga 145 – 147. Darüber hinaus ist die Affinität aller C-terminal stabilisierten Peptide (142 – 147) 
generell um ein Vielfaches höher als die der N-terminal stabilisierten Peptide 140 und 141. Für UNC119a 
liegen die Affinitäten der myristoylierten Peptide 142 – 144 im Bereich des nicht modifizierten Peptids 139, 
wobei Peptid 142 mit einer Dissoziationskonstante von KD[UNC119a] = 5.5 nM eine leicht erhöhte Affinität 
im Vergleich zu 139 aufweist. Zudem zeigt 142 eine mehr als 11-fach höhere Affinität gegenüber UNC119a 
verglichen mit UNC119b (KD[UNC119b] = 63.2 nM). Der beste identifizierte Binder für UNC119b ist 143 
mit einem KD von 32.7 nM für UNC119b. Damit bindet 143 nahezu dreimal schlechter als das nicht-
modifizierte Peptid 139. Außerdem bindet 143 mit ca. 10 nM Affinität an UNC119a. Um den Einfluss der  
N-terminalen Lipidierung zu untersuchen, wurde 148 synthetisiert, welches anstelle der N-terminalen 
Fettsäure lediglich eine Acetyl-Gruppe trägt (Abbildung 46b). Ohne den Lipidanker ist 148 nicht in der Lage 
an UNC119a oder UNC119b zu binden und dient in weiteren Experimenten als Negativkontrolle. 
Prinzipiell bleibt festzuhalten, dass die Strategie, die -methylierte Kohlenwasserstoffverbrückung für die 
Peptide 142 – 144 in Richtung des C-Terminus zu verschieben und somit den sterischen Anspruch innerhalb 
der komplett umschlossenen -helikalen Binderegion zu reduzieren, Binder mit erhöhter Affinität lieferte. 
Bei diesen Bindern wurde eine zuvor nicht strukturierte Peptidsequenz in eine -helikale Konformation 
gezwungen und somit eine -Helizität des N-Terminus induziert. Durch Variation der 
Verbrückungsarchitekturen und Positionen entstand Peptid 142, das UNC119a mit niedrig nanomolarer 
Affinität bindet und eine mehr als 10-fache Selektivität gegenüber UNC119b aufweist.  
 
5.5.3 Biophysikalische Evaluierung 
Auf Grundlage der vielversprechenden Bindungsdaten aus den FP-Experimenten sollte für den besten Binder 
142 die Interaktion mit UNC119a zusätzlich in einem orthogonalen Bindungsassay verifiziert werden. Dazu 
wurden ITC-Messungen mit UNC119a und 142 durchgeführt (Abbildung 47). Myristoyliertes,  
-methyliertes, kohlenwasserstoffverbrücktes Peptid 142 wurde im ITC-Experiment zu einer Lösung aus 
UNC119a in Messpuffer titriert. Die ermittelte Dissoziationskonstante von KD = 115 nM liegt zwar eine 
Größenordnung über dem im FP-Experiment ermittelten Wert, validiert jedoch die relativ hohe Affinität von 
142 zu UNC119a.  





Abbildung 47. ITC-Experiment von 142. Repräsentatives ITC Spektrum von 142 (150 µM) tiriert zu UNC119a (17.9 
µM). Zur Auswertung wurden Referenzspektren von 142 titriert zu Messpuffer und Messpuffer titriert zu UNC119a 
abgezogen, KD = 110 nM. Es wurden drei einzelne Messungen durchgeführt (Anhang, Abbildung 67, 68):  
KD = 115 ± 7 nM, Fehler entspricht 1 . 
 
5.5.4 Zellbasierte Evaluierung der UNC bindenden Peptide 
(Die Zellteilungsexperimente wurden von Dr. Shobhna Kapoor durchgeführt.) 
Die vorstehend beschriebenen Experimente weisen die direkte Interaktion von UNC119 und einigen 
lipidierten Peptiden nach. Sie beantworten nicht die Frage, ob diese Peptide in der Lage sind die zelluläre 
Funktion von UNC119 zu beeinflussen. Wie bereits beschrieben bewirkt ein siRNA knock-down von 
UNC119a ein nicht vollständiges Ablaufen der Zytokinese, was eine erhöhte Anzahl binuklearer Zellen zur 
Folge hat.
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 Da die Quantifizierung solcher Zellen im Mikroskop äußerst aufwendig ist, wurde der DNA-
Gehalt mittels Durchflusszytometrie bestimmt, was einen Rückschluss auf den Ablauf der Zytokinese 
erlaubt. Ein gegenüber der DMSO-Kontrolle signifikanter Anstieg des DNA-Gehalts wäre auf eine durch die 




Inhibition von UNC119a bedingte Störung des Zellzyklus zurückzuführen. Dafür sollten in einem 
zellbasierten Experiment die Effekte von 142, dem nicht-modifizierten Peptid 139 und der acetylierten 
Negativkontrolle 148 auf HeLa-Zellen und L-Zellen (Maus Fibroblasten) untersucht werden. Dazu wurden 
die Zellen für 72 h mit unterschiedlichen Kontentrationen 142, dem nicht-modifizierten Peptid 139 (50 µM) 
und der acetylierten Negativkontrolle 148 (50 µM) inkubiert und anschließend der DNA-Gehalt der Zellen 
mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abbildung 48). Als Positivkontrolle diente die niedermolekulare 
Verbindung Nocodazol. Nocodazol stoppt den Zellzyklus in der M-Phase durch Inhibition der Tubulin-
Polymerisation. Ohne Mikrotubuli kann sich die Metaphasen-Spindel nicht ausbilden und die Zellen sich 
nicht teilen. Zum Zeitpunkt der Spindelformation hat die Zelle bereits ihre DNA verdoppelt, sodass der 
DNA-Gehalt bei 4N liegt (N entspricht der Anzahl Chromosomensätze). Säugetierzellen sind diploid  
(N = 2), sodass Zellen, bei denen die Zellteilung nicht vollständig ablaufen kann, einen DNA-Gehalt von 
>2N besitzen.  
 
Abbildung 48. Durchflusszytometrieexperimente der UNC119 bindenden Pepitde. (a) L-Zellen und (b) HeLa-Zellen 
wurden 72 h mit nicht-markierten Peptid inkubiert und ihr DNA-Gehalt anschließend mittels Durchflusszytometrie 
quantifiziert. NC = Nocodazol. Die angegebenen Werte sind das Ergebnis von Dreifachbestimmungen. Fehler entspricht 
1 . Signifikanz p gegenüber DMSO: ns p >0.05, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001. N = DNA-Gehalt. Angaben in % 
befinden sich im Anhang (Tabelle 25), eine vollständige Übersicht befindet sich in Abbildung 69. 
 
Die Ergebnisse der DNA-Quantifizierung stehen im Einklang mit den zuvor bestimmten Bindungsdaten. 
Werden L-Zellen über 72 h mit steigenden Konzentrationen des -methylierten, 




kohlenwasserstoffverbrückten Peptids 142 inkubiert, so erhöht sich die Anzahl an L-Zellen mit einem DNA-
Gehalt von 4N (Abbildung 48a). Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle stieg der Anteil von Zellen mit einem 
DNA-Gehalt von 4N von 14.7% ± 0.4 (DMSO) auf 42.4% ± 8.5 (50 µM 142, Anhang Tabelle 25). Für das 
nicht bindende Peptid 148 wurde bei einer Konzentration von 50 µM dagegen nur eine nicht signifikante 
Abweichung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle beobachtet (15.5% ± 3.9). Das nicht-modifizierte Peptid 
139 zeigte mit 28.0% ± 0.9 dagegen einen Effekt, der in etwa dem von 142 bei 5µM (27.5% ± 0.6) 
entspricht. Zwar zeigte das Peptid 139 eine ähnliche Affinität gegenüber UNC119a wie das -methylierte, 
kohlenwasserstoffverbrückte Peptid 142 (siehe Abschnitt 5.5.2), jedoch scheint die biologische 
Verfügbarkeit des verbrückten Peptids deutlich größer zu sein. Dies ist vermutlich sowohl auf eine erhöhte 
proteolytische Stabilität wie auch auf eine verbesserte Zellgängigkeit von 142 zurückzuführen. Peptid 142 
kann in ca. 10-fach niedrigerer Konzentration eingesetzt werden um die gleichen Effekte zu erzielen wie das 
nicht-modifizierte Peptid 139. Die Experimente in HeLa-Zellen bestätigten die in L-Zellen beobachteten 
Ergebnisse (Abbildung 48b, Anhang Tabelle 25). Die Effekte in HeLa-Zellen fielen unwesentlich geringer 
aus, bestätigten jedoch die konzentrationsabhängigen Effekte von 142. Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle 
stieg der Prozentsatz von Zellen mit doppeltem DNA-Gehalt von 13.3% ± 2.9 (DMSO) auf 35.8% ± 5.1 
(50 µM 142) an. Die Negativkontrolle zeigte hingegen keinen signifikanten Effekt (14.7% ± 3.8 bei 50 µM). 
Der Wert für das nicht-modifizierte Peptid 139 lag mit 23.4% ± 2.3 zwischen den Werten von 1 µM (18.6% 
± 6.0) bzw. 5 µM (27.2% ± 4.3) von 142. Auch hier kann das -methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte 
Peptid 142 in ca. 10-fach niedrigerer Konzentration als das nicht-modifizierte Peptid 139 eingesetzt werden 
und erzielt dennoch ähnliche Effekte. Der Einfluss von Nocodazol auf die Zellteilung war für beide 
Zelllinien bei einer Konzentration von 1 µM (75.4% ± 15.0 [L-Zellen], 68.6% ± 4.2 [HeLa-Zellen]) ca. 
doppelt so groß wie der von 142 bei 50 µM (42.4% ± 8.5 [L-Zellen], 35.8% ± 5.1 [HeLa-Zellen]). Dabei 
muss allerdings beachtet werden, dass Nocodazol als Mikotubuli-Inhibitor einen orthogonalen 
Wirkmechanismus im Vergleich mit dem UNC119a Inhibitor 142 aufweist. Die Auswirkungen auf den 
DNA-Gehalt von L- bzw. HeLa-Zellen infolge der Behandlung mir Peptid 142 sind die ersten beobachteten 
in vivo Effekte eines UNC119a Inhibitors. 
Eine konfokalmikroskopische Analyse des Phänotyps von HeLa-Zellen nach Inkubation mit 142 bestätigte 
die unterschiedlichen Wirkmechanismen des Peptid-basierten Inhibitors und Nocodazol (Abbildung 49). Die 
Behandlung von HeLa-Zellen mit 142 führte im Vegleich zur DMSO-Kontrolle zu einem Anstieg an 
binuklearen Zellen. Diese Zellen besitzen zwei Zellkerne, wobei das Mikrotubuli-Netzwerk unverändert ist. 
Es scheint, dass nach Ablauf der Mitose die Zytokinese nicht abgeschlossen werden kann und sich Zellen mit 
zwei Zellkernen bilden. Das erklärt das vermehrte Auftreten von Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4N und 
bestätigt die Ergebnisse der Durchflusszytometriemessungen. Diese Ergebnisse entsprechen den mittels 
siRNA knock-down gemachten Beobachtugen in HeLa-Zellen.
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 Im Gegensatz dazu verhinderte die 
Inkubation mit Nocodazol die Polymerisation von Tubulin und die Ausbildung des Mikrotubuli Netzwerks. 
Dadurch wird die Bildung der mitotischen Spindel und damit die Mitose inhibiert.  





Abbildung 49. Konfokalmikroskopische Zellbilder von HeLa-Zellen nach Inkubation mit DMSO (72 h), Peptid 142 
(25 µM, 72 h) bzw. Nocodazol (1 µM, 24 h). Pfeile zeigen binukleare Zellen. 
 
Mit Hilfe von stabilisierten -Helices konnten Peptid-basierte Inhibitoren mit in vivo Aktivität für das Lipid-
bindende Protein UNC119 identifiziert und weiter entwickelt werden. UNC119 kontrolliert den Transport 
und die Aktivität von N-myristoylierten Proteinen, die u.a. während der Zytokinese eine wichtige Rolle 
spielen. Durch den Einbau einer -methylierten Kohlenwasserstoffverbrückung in lipidierte 
Peptidisequenzen konnten niedrig nanomolare Binder vor UNC119a identifiziert werden. Inkubation von  
L- und HeLa-Zellen mit dem besten Binder (142), führte zu einer erhöhten Anzahl Zellen mit einem 
dopplelten DNA-Gehalt und entspricht den zuvor gemachten Beobachtungen mittels siRNA knock-down. 
Die Analyse des Phänotyps von HeLa-Zellen zeigte das Auftreten von binuklearen Zellen, die im Gegensatz 
zur Inkubation mit dem Tubulin Inhibitor Nocodazol über ein intaktes Mikrotubuli-Netzwerk verfügen. Die 
identifizierten Peptide bestätigen in cellulo die durch knock-down beobachteten Effekte. Damit konnte 







Die Modulation intrazellulärer Protein–Protein Interaktionen stellt aktuell eine der größten 
Herausforderungen der Wirkstoffforschung dar und führte unter Verwendung der traditionellen 
niedermolekularen Verbindungen bisher nur zu geringen Erfolgen. Fortschritte bei der Entwicklung 
neuartiger Methoden zur Adressierung schwer zugänglicher PPIs lieferten erfolgversprechende Ansätze, die 
bereits bis in klinische Studien vorangetrieben wurden. Insbesondere der Einsatz Peptid-basierter 
Sekundärstrukturmimetika wurde erfolgreich zur Adressierung anspruchsvoller PPIs eingesetzt. Mittlerweile 
wurden zahlreiche verschiedene Methoden zur Synthese peptidischer Sekundärstrukturmimetika entwickelt, 
von denen die -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide (hydrocarbon stapled peptides) bisher 
die größten Erfolge erzielten.  
Die kleinen GTPasen der Ras–Superfamilie kontrollieren als molekulare Schalterproteine zahlreiche 
essentielle zelluläre Funktionen und Prozesse. Über eine Vielzahl von großflächigen und gering-profilierten 
PPIs empfangen und leiten sie Signale weiter und regulieren nachgeschaltete Signalkaskaden. Kleine 
GTPasen gelten seit langem als pharmakologisch unzugänglich, da ihre PPIs mit den klassischen 
medizinalchemischen Methoden nicht adressierbar sind. Als Schlüsselregulatoren des zellulären 
Membrantransports kontrollieren die kleinen GTPasen der Rab–Familie die Bildung, den Transport und die 
Fusion von Vesikeln. Auf diese Weise regeln sie den exo- und endozytotischen Transport, den Transport 
zwischen einzelnen Zellkompartimenten sowie das Recycling von Membranen. Durch ein genaueres 
Verständnis der Regulation und Funktion einzelner Rab–Proteine in den letzten Jahren konnte ihre 
Fehlregulation vermehrt mit der Entstehung zahlreicher humaner Erkrankungen assoziiert werden. Dadurch 
rücken Rab–GTPasen zunehmend in den Fokus der Wirkstoffforschung und repräsentieren attraktive 
Zielproteine für die Entwicklung neuer Therapeutika. Trotz großer Anstrengungen konnten bisher keine 
effektiven Modulatoren für kleine GTPasen gefunden werden. 
Mit Hilfe -methylierter, kohlenwasserstoffverbrückter Peptide konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
Peptid-basierte Modulatoren für Rab–GTPasen entwickelt werden. Durch eine Analyse der 
Kristallstruktutren von Rab–Protein-Komplexen wurden potentielle -Helices identifiziert, die für eine 
Bindung an Rab in Frage kommen. Nach Bestimmung der Affinität der Wildtyp-Peptide gegenüber einer 
Auswahl an nukleotidfreien Rab–GTPasen wurden vier der untersuchten Sequenzen mit Hilfe von -
methylierten Kohlenwasserstoffverbrückungen stabilisiert, da sie Affinitäten im niedrigen mikromolaren 
Bereich (<20 µM) aufwiesen. Durch den Einbau der -methylierten Kohlenwasserstoffverbrückungen 
konnte die Bindung an die nukleotidfreien Rab–Proteine stark erhöht werden. Zudem wurde Peptid 42 
identifiziert, welches an Rab8a in seiner aktivierten, GppNHp-gebundenen Form mit einem KD-Wert von 
22.2 µM bindet und in vitro eine Rab–Effektor–Interaktion inhibiert (Abbildung 50a). Peptid 42 ist damit der 






Abbildung 50. Systematische Optimierung des ersten Rab–Inhibitors Peptid 42. (a) Das affinitätsoptimierte Peptid 73 
wurde durch Ladungsoptimierung zu Peptid 83 weiterentwickelt, welches das Ausgangspeptid 42 in allen getesteten 
Eigenschaften übertrifft. (b) Konfokalmikroskopische Aufnahme von HeLa-Zellen nach inkubation mit Peptid 83. Das 
Fluorescein-markierte Peptid (gün) und Rab8 (rot) sind farblich gekennzeichnet. 
 
Weiterführende Untersuchungen von Peptid 42 zeigten jedoch, dass es nur in geringem Maße zellgängig ist 
und durch Proteinase K rapide abgebaut wird (t1/2[42] = 18s). Infolgedessen wurde versucht die biologische 
Verfügbarkeit von Peptid 42 zu erhöhen. Mit Hilfe eines Alanin-Scans wurde der Einfluss der einzelnen 
Seitenketten auf die Bindung des gesamten Peptids untersucht und eine Analyse der Proteaseschnittstellen 
offenbarte die Instabilität des C-Terminus. Durch den Einbau verschiedener -methylierter Aminosäuren 
und unterschiedlicher Verbrückungsarchitekturen sowie einer Sequenzoptimierung konnte Peptid 73 als 
verbesserter Binder mit herausragender proteolytischer Stabilität identifiziert werden. Da Peptid 73 jedoch 
nur unzureichend zellgängig ist und eine negative Gesamtladung von -3.9 aufweist, wurde es in Bezug auf 
zelluläre Aufnahme optimiert. Dies führte zu Derivat 83, das in Bezug auf Bindungsaffinität (KD[83] = 
12.7 µM), Zellgängigkeit (1.5-fach) und proteolytische Stabilität (t1/2[83] > 3000 min) das Ausgangspeptid 
42 deutlich übertrifft (Abbildung 50a). Peptid 83 besitzt neben der ursprünglichen -methylierten 
Kohlenwasserstoffverbrückung (Positionen 903 und 907) eine weitere Verbrückung (Positionen 911 und 
915) und trägt zudem zwei Affinitätsmutationen (Q905W, S912F) sowie zwei Zellgängigkeitsmutationen 
(D901N und E904Q). Eine Analyse der zellulären Lokalisation von 83 zeigte zudem, dass es im gleichen 
Zellkompartiment in unmittelbarer Nähe von Rab8a zu finden ist (Abbildung 50b). 
Weiterhin wurde in dieser Arbeit der Einsatz der Alkin-Ringschlussmetathese (RCAM) für die Synthese 
makrozyklischer Peptide untersucht. Die RCAM-Reaktion konnte für die Anwendung in der 
Festphasenpeptidsynthese optimiert werden und ist kompatibel mit allen 20 proteinogenen Aminosäuren in 
ihrer geschützten Form (Abbildung 51a, b). Eine anschließende Überführung des Alkins in ein dibromiertes 





Sequenz tragen (Abbildung 51c). Der Einbau einer Alkin-Verbrückung in die biologisch aktive Sequenz von 
Peptid 42 lieferte Peptide (108 – 110) mit identischer Affinität zu Rab8a(GppNHp). Dibromierung der 
Dreifachbindung ergab dagegen Peptide (111 – 113) mit gesteigerter Affinität.  
 
Abbildung 51. Alkin-makrozyklisierte Peptide mittels RCAM. (a) Schematische Darstellung der Synthese Alkin-
makrozyklisierter Peptide mittels RCAM auf fester Phase. (b) Sequenz des Testpeptids 100. (c) Schematische 
Darstellung der Dibromierung der Alkin-Makrozyklen. 
 
Der Einbau eines Alkin-Makrozyklus in das Bindemotiv des 14-3-3 Binders Exoenzym S (114) führte zu 
Peptiden mit höherer Affinität und einem ähnlichen Bindungsmodus. Peptid 124 bindet 14-3-3 unter 
Ausbildung einer irregulären Sekundärstruktur (Abbildung 52a). Zwar erfolgte die Bindung mit leicht 
reduzierter Affinität im Vergleich zum optimierten Binder 116, dennnoch zeigte Peptid 124 eine höhere 
Affinität gegenüber dem nicht-modifizierten Ausgangspeptid 114 und war in der Lage, dieses in einem 
kompetitiven Bindungsexperiment aus der Bindetasche zu verdrängen (Abbildung 52b). Eine 
Kristallstrukturanalyse von 124 mit 14-3-3 bestätigte einen zum Ausgangspeptid analogen Bindemodus und 
die Ausbildung einer irregulären Sekundärstruktur (Abbildung 52c). Der Alkin-Makrozyklus interagiert 







Abbildung 52. Alkin-Makrozyklus für die Bindung an 14-3-3. (a) Struktur des besten Alkin-verbrückten 14-3-3 
Binders, 124. R = Acetyl, Fluorescein-PEG (b) FP-Verdrängungsexperiment mit 14-3-3 und den acetylierten Peptiden 
114 und 124. (c) Kristallstruktur von 124 (türkis) im Komplex mit 14-3-3Die hydrophobe Verbrückung (rot), die 
Dreifachbindung und die interagierenden Aminosäuren sind explizit gezeigt.  
 
Da die Olefin–Ringschlussmetathese (RCM) und die RCAM zwei orthogonale Reaktionen sind, wurde die 
Synthese von bizyklischen Peptiden mit einem Olefin– und einem Alkin–Makrozyklus untersucht 
(Abbildung 53a). Der jeweilige Ringschluss (RCM bzw. RCAM) verläuft dabei äußerst selektiv, ohne die 
jeweils andere Funktionalität zu beeinflussen. Die monozyklischen Intermediate lassen sich anschließend 
vollständig in das bizyklische Produkt überführen. Außerdem können beide Makrozyklen gleichzeitig in 
einer Eintopfreaktion geschlossen werden. Neben einer linearen Anordnung der beiden Makrozyklen (128) 
ist ebenfalls eine ineinandergreifende Architektur (129) zugänglich. Der Einbau eines Alkin-Makrozyklus 
zusätzlich zur Olefin–Verbrückung in Peptid 42 lieferte einen bizyklischen Rab8a Binder mit höherer 
Affinität (134, Abbildung 53b). Peptid 134 zeigte reversible Bindung an Rab8a(GppNHp) mit einer Affinität 






Abbildung 53. Synthese bizyklischer Peptide mittels RCM und RCAM. (a) Schematische Darstellung der Synthese 
bizyklischer Peptide mittels orthogonaler RCM und RCAM. Die bizyklischen Peptide 128 und 129 lassen sich entweder 
schrittweise oder direkt aus den offenkettigen Peptiden herstellen. (b) Struktur des besten bizyklischen Binders für 
Rab8a, Peptid 134. (c) FP-Verdrängungsexperiment mit Rab8a und den acetyliertem Peptiden 25 und 134. 
 
Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit Peptid-basierte Inhibitoren für UNC119 entwickelt. 
Ausgehend von der Kristallstruktur eines N-terminal myristoylierten Peptidfragments wurden myristoylierte, 
-methylierte, kohlenwasserstoffverbrückte Peptide synthetisiert, die UNC119 mit niedriger nanomolarer 
Affinität binden (KD[142] = 5.5 nM, Abbildung 54a). Die Bindung an UNC119 konnte mit Hilfe von 
isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) bestätigt werden. Die Behandlung von HeLa- und L-Zellen mit 142 
zeigte einen signifikanten Anstieg von Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4N (Abbildung 54b). Das 
entspricht Zellen, bei denen die Zellteilung nicht vollständig ablaufen kann und wurde bereits durch siRNA 
knock-down von UNC119 beobachtet. Die Aktivität des -methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten 
Peptids 142 entspricht der des in knock-down Experimenten beobachteten zellulären Effekts. Damit wird 






Abbildung 54. Peptid-basierter Inhibitor für UNC119. (a) Sequenz und Affinität des besten -methylierten, 
kohlenwasserstoffverbrückten UNC119 Inhibitors 142. (b) Durchflusszytometrie-Messungen nach Inkubation mit 142. 
** p< 0.01 in Bezug auf DMSO. N = DNA-Gehalt 
 
Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse untermauern das Potential Peptid-basierter 
Sekundärstrukturmimetika zur Adressierung anspruchsvoller Protein–Protein Interaktionen. Kleine GTPasen 
der Rab–Familie konnten erstmals direkt adressiert und ihre Interaktion mit einem Effektorprotein inhibiert 
werden. Das weckt die Hoffnung, dass die bisher als pharmakologisch unzugänglich (undruggable) 
klassifizierten kleinen GTPasen durch den Einsatz nicht traditioneller Adressierungsmethoden in Zukunft 
effektiv moduliert werden können. Die Entwicklung einer zusätzlichen Zyklisierungsmethode mittels Alkin-
Ringschlussmetathese ermöglicht darüber hinaus den Zugang zu neuartigen Konformationen und 
Verbrückungsgeometrien, die auch in anderen Systemen Anwendung finden können. Durch den stetigen 
Forschtitt bezüglich des Verständnisses der biologischen Funktionen und Zusammenhänge potentieller 
Zielproteine sowie ihre strukturelle Aufklärung ergeben sich im Zusammenspiel mit solchen neuen 
Adressierungstechniken inovative Ansätze für die Entwicklung effektiver Therapeutika. 
  




7 Experimenteller Teil 
7.1 Materialien und Geräte chemischer Synthesen 
Die eingesetzten Lösemittel und Reagenzien wurden von Acros Organics, Alfa Aesar, Fisher Scientific, 
Fluka, Merck oder Sigma Aldrich bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Zur Peptidsynthese wurde 
DMF und DCM der Firma Biosolve verwendet. Die kommerziell erhältlichen, geschützten Aminosäuren 
und Kupplungsreagenzien wurden von Carl Roth GmbH, Iris Biochtech oder Novabiochem gezogen. Die 
-methylierten Olefinbausteine wurden von Okeanos Tech. Co. erworben.  
 
Für die Festphasenpeptidsynthese wurde Rink-Amid Harz der Firmen Novabiochem (NovaSyn TGR-Harz 
bzw. Rink-Amid MBHA (mesh 100-200)) oder Sigma Aldrich (ChemMatrix (mesh 35-100)) verwendet. 
 
Für die Festphasenpeptidsynthesen wurden Polypropylen-Spritzenreaktoren (2, 5, 10 und 20 mL) mit 
Polyethylen-Fritten der Firma Multisyntech verwendet.  
 
Für die Dünnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel60 F254 beschichtete Aluminium-DC-Folien der 
Firma Merck verwendet. Die Detektion der Substanzen erfolgte mit Hilfe von UV-Licht (λ = 254 nm) oder 
mittels Kaliumpermanganat-basierter Färbelösung (1.6 g KMnO4, 10 g K2CO3, 2.5 mL 5%-ige NaOH, 
200 mL Wasser) und anschließendem Erhitzen. 
 
Für die säulenchromatographische Reinigungen (Flash-Chromatographie) wurde Kieselgel der Firma 
Acros Organics (40 – 65 μm, 230 – 400 mesh) als stationäre Phase eingesetzt. Die Trennung erfolgte bei 
einem Überdruck von 0.2 – 0.5 bar. 
 
NMR-Spektren wurden an folgenden Spektrometern in deuterierten Lösemitteln aufgenommen: Varian 
Mercury-VX 400, Bruker Avance DRX 400 oder 500, Varian Unity Inova 600. Die chemischen 
Verschiebungen  sind in ppm (bezogen auf TMS) angegeben und auf das jeweilige Restsignal des 




C-Signale erfolgte, falls notwendig, mit Hilfe von 
2D-Experimenten (gCOSY, gHSQC, gHMBC). Die durch Spin-Spin-Kopplungen auftretenden 
Multiplizitäten sind wie folgt abgekürzt: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, b = breites 
Signal, m = Multiplett. Die Kopplungskonstanten J sind in Hertz Hz angegeben. 
 
Olefin-Ringschlussmetathese erfolgte in Spritzenreaktoren auf einem VacMan-Manifold (Promega) im 
Argon Gegenstrom. 
 




Für die analytische Umkehrphasen-HPLC (analyt. HPLC) wurde ein System der Firma Agilent der Serie 
1100/LC/MSD VL mit einer Nucleodur CC125/3 C18-Säule (Macherey Nagel) verwenet. Die Trennung 
erfolgte unter Verwendung linearer Gradientenprofile von Laufmittel A (0.1% Trifluoressigsäure) und 
Laufmittel B (Acetonitril + 1% Trifluoressigsäure) bei einer Flussrate von 0.5 mL/min über 30 min. Die UV-
Detektion erfolgte bei 210 nm, 254 nm und 280 nm.  
 
Analytische Umkehrphasen-HPLC-Massenspektren (analyt. HPLC-MS) wurden an einem  System der 
Firma Agilent der Serie 1100 mit Säulen der Firma Macherey & Nagel (Nucleodur CC 125/4 C18-Säule und 
CC 125/4 C4-Säule) aufgenommen. Für die Massendetektion wurde ein Gerät der Firma Thermo Fisher 
(LCQ Advantage MAX) verwendet. Die Ionisierung der Proben erfolgte durch ESI (electro spray 
ionisation). Zusätzlich erfolgte die UV-Detektion bei 210 nm, 254 nm und 280 nm sowie eine Corona-
Detektion. Es wurden lineare Gradientenprofile von Laufmittel A (0.1% Ameisensäure) und Laufmittel B 
(Acetonitril + 1% Ameisensäure) mit einer Flussrate von 1 mL/min verwendet. Reaktionskontrolle mittels  
U-HPLC-Messungen erfolgte an einem Agilent 1290 Infinity LC-System (Agilent) mit einer Acquity UPLC 
BEH C18-Säule (Waters). 
 
Für die Aufreinigung mittels präparativer Umkehrphasen-HPLC (präp. HPLC) wurde ein System der 
Firma Agilent der Serie 1100/LC/MSD VL mit einer Nucleodur CC 125/10 C18-Säule von Macherey & 
Nagel verwendet. Die Massendetektion mittels ESI erfolgte mit einem LCQ Advantage MAX (Thermo 
Fisher) bei paralleler UV-Detektion bei 210 nm, 254 nm und 280 nm. Die Trennung erfolgte unter 
Verwendung linearer Gradientenprofile von Laufmittel A (0.1% Trifluoressigsäure) und Laufmittel B 
(Acetonitril + 1% Trifluoressigsäure) bei unterschiedlichen Flussraten und über varriierende Zeiträume. 
 
Hochaufgelöste Massenspektren (HRMS) wurden an einem LTQ Orbitrap Spektrometer der Firma Thermo 
Scientific, das mit einem HPLC-System der Firma Accela gekoppelt ist mittels ESI aufgenommen. Zur 
Trennung wurde eine HPLC Säule Hypersil GOLD (50 mm, Innendurchmesser 1 mm, 1.9 µm Partikelgröße 
mit einer Flussrate von 250 μL/min verwendet. Als Lösungsmittel wurde ein Gemisch aus Ameisensäure 
(0.1%) und Acetonitril + 0.1% Ameisensäure eingesetzt. 
 
Mikrowellen-unterstützte Peptidsynthese erfolgte an einem Synthesizer der Firma CEM (Liberty-12 
Channel Automated Peptide). Der Mikrowellenreaktor des Typs Discovery wurde in Single-Mode Technik 
betrieben, wobei die Temperaturkontrolle durch einen faseroptischen Sensor erfolgte. 
 
Die Aufnahme von Circulardichroismus (CD)-Spektren erfolgte an einem Jasco J815 CD-Spektrometer in 
einer Quartzküvette der Weglänge 0.1 cm bei 25 °C. 
 




Die Konzentrationsbestimmung fluoreszenz-markierter Peptide wurde mittels Absorptionsmessung an 
einem Infinite M200 (Tecan) oder einem Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) durchgeführt. 
 
Fluoreszenzpolarisations (FP)-Spektren wurden an einem Safire
2
 (Tecan) bei einer Anregung von 
λ(ex) = 485 nm und einer Absorption von λ(ab) = 525 nm gemessen.  
 
Microscale Thermophorese (MST) Messungen wurden mit einem Monolith NT.115 (NanoTemper 
Technologies) durchgeführt.  
 
Reaktionen unter Verwendung von hydrolyse- oder oxidationsempfindliche Reagenzien wurden unter 
Argonatmosphäre in ausgeheizten Glasgeräten durchgeführt. Für die Reaktionen wurden kommerziell 
erhältliche wasserfreie Lösungsmittel der Firmen Acros Organics, Alfa Aesar, Fluka oder Sigma-Aldrich 
ohne weitere Reinigung verwendet. DCM wurde über CaH2 getrocknet und vor Gebrauch destilliert.  




7.2 Materialien und Geräte biologischer Experimente 
7.2.1 Laborgeräte 
pH-Meter Schott, CG840 
Pipetten Eppendorf 
Reinstwassersystem Millipore, Milli-Q Advantage A-10 
Vortexer Carl Roth, Vortex Genie 1 
Zentrifugen Eppendorf, Minispin Centrifuge  
 Eppendorf, 5415R 
Plattenleser Tecan, Safire 2 
CD-Spektrometer Jasco GmbH, J-815 
ITC Malvern, MicroCal iTC200 
Gelelektrophorese System BioRad, Miniprotean 3 
Fluoreszenz-Imaging System LI-COR Biosciences, Odyssey 
Durchflusszytometer BD Biosciences, LSRII 
Blot Transferkammer BioRad, Trans-Blot 
 
7.2.2 Verbrauchsmaterial 
Reaktionsgefäße (0.5, 1.5, 2.0 mL) Eppendorf 
Reaktionsgefäße (15, 50 mL) Sarstedt 
Entsalzungssäule PD-10 GE Healthcare  
Entsalzungssäule NAP-5 GE Healthcare  
Zentrifugen Filtereinheiten  
(0.5 und 15 mL) 
Merck Millipore, Amicon Ultra 
Coomassie Brilliant Blau G-250 Serva 
Alkalische Phosphatase Roche 
GDP, GppNHp Sigma 
NHS-Fluorescein Sigma 
Streptavidin Magnetic Beads 




Protease Inhibitor Cocktail Sigma 
Küvetten Sarstedt 
PVDF-Transfermembran Thermo Fisher Scientific 




Whatmann 3MM Papier Schleicher & Schüll 





Anti-Rab8 Cell signaling (Rab8(D22D8) XP
TM
 Rabbit mAb; #6975) 
Anti-Rabbit Thermo Fisher (Alexa 594 conjugate, A-21207) 
Anti-Kaninchen IgG  Thermo Scientific ((H+L) HRP-Konjugat) 
 
7.2.4  Puffer und Lösungen 
PBS (Phosphate buffered saline) 137 mM Nacl 
2.7 mM KCl 
11 mM Na2HPO4 
1.8 mM KH2PO4 
pH = 7.4 
 
TBS 20 mM Tris-HCl 
150 mM NaCl 
pH = 7.4 
 
TBST 20 mM Tris-HCl 
150 mM NaCl 
0.01% tween (v/v) 
pH = 7.4 
 





0.01% tween (v/v) 
pH = 7.5 
 
FP-Messpuffer (nukleotidfrei) 20 mM Hepes  
50 mM NaCl 




1 mM TCEP 
0.01% tween(v/v) 
pH = 7.5 
 
Dialysepuffer 30 mM Tris 
100 mM NaCl 
1 mM TCEP 
pH = 7.5 
5× SDS-PAGE Probenpuffer 250 mM Tris-Hcl pH = 6.8 
50% Glycerin (v/v) 
350 mM SDS 
360 µM Bromphenol Blau 
250 mM DTT 
 
SDS-PAGE Laufpuffer 250 mM Glycin 
250 mM Tris 
35 mM SDS 
  
Coomassie-Lösung 0.25% Coomassie Brilliant Blau G-250 (w/v) 
45% Methanol 
10% Essigsäure (v/v) 
 
Entfärber-Lösung 30% Methanol (v/v) 
10% Essigsäure (v/v) 
 
Transferpuffer 25 MM Tris-HCl 
0.2 M Glycin 
MeOH/H2O, 1/4, v/v 
 
Lysepuffer 150 mM NaCl 
20 mM Tris pH 7.6 
0.5% NP40 Alternative 
Protease Inhibitor Cocktail  
 
  




7.3 Synthese unnatürlicher Aminosäuren 
7.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften 
AAV 1: DHP-Schützung von Alkinolen 
Zu einer Lösung des terminalen Alkinols (1.0 Äq) in CH2Cl2 (2 mL/mmol) wurde bei 0 °C Pyridinium-p-
toluolsulfonat (PPTS, 0.15 Äq) zugegeben und für 10 min gerührt. Anschließend wurde 3,4-Dihydro-2H-
pyran (1.3 Äq) zugetropft und für 30 min bei 0 °C gerührt. Nach dem Erwärmen auf Raumtemperatur wurde 
die Reaktionsmischung für 16 h gerührt. Nach Zugabe von gesättigter NaHCO3-Lösung (2 mL/mmol) wurde 
die organische Phase abgetrennt und die wässrige Phase mit CH2Cl2 extrahiert (3 × 40 mL), die vereinigten 
organischen Phasen mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und unter 
vermindertem Druck eingeengt. Säulenchromatographische Reinigung (Petrolether/Et2O 9:1) lieferte das 
DHP-geschützte Alkinol.  
 
AAV 2: Methylierung von DHP-geschützten Alkinolen 
In einem ausgeheizten Schlenkkolben unter Argon wurde eine Lösung des DHP-geschützten Alkinols 
(1.0 Äq) in trockenem THF (3 mL/mmol) auf –78 ° abgekühlt und unter Rühren portionsweise mit n-BuLi 
(1.2 Äq) versetzt. Nach 10 min wurde N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TMEDA, 1.1 Äq) zugetropft 
und die Reaktionsmischung auf 0 °C erwärmt. Anschließend wurde CH3I (1.2 Äq) portionsweise zugegeben 
und für 1 h bei 0 °C gerührt bevor die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erwärmt und für weitere 14 h 
gerührt wurde. Nach der Zugaben von gesättigter NH4Cl-Lösung wurde die organische Phase abgetrennt und 
die wässrige Phase mit CH2Cl2 extrahiert (3 × 40 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 
gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. 
Säulenchromatographische Reinigung (Petrolether/Ethylacetat 50:1) lieferte das methylierte Produkt. 
 
AAV 3: DHP-Entschützung des methylierten Alkinols 
Zu einer Lösung des DHP-geschützten, methylierten Alkinols (1.0 Äq) in MeOH (4 mL/mmol) wurde  
p-Toluolsulfonsäure (PTS, 0.1 Äq) zugegeben und für 14 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend 
wurde das Lösemittel unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt säulenchromatographisch 
(CH2Cl2/Et2O 9:1) aufgereinigt. 
 
AAV 4: Iodierung von Alkinolen 
Zu einer Suspension aus Triphenylphosphan (1.2 Äq), Imidazol (1.2 Äq) und Iod (1.5 Äq) in trockenem THF 
(4 mL/mmol) wurde das Alkinol (1.0 Äq) langsam bei Raumtemperatur zugetropft. Die Reaktion wurde für 
1.5 h bei Raumtemperatur gerührt, der weiße Niederschlag abfiltriert und mit THF gewaschen. Die 
organische Phase wurde unter vermindertem Druck eingeengt und das Rohprodukt säulenchromatographisch 
gereinigt (Petrolether/Et2O 10:1).  




AAV 5: Alkylierung von Ala-Ni(II)-BPB Komplexen 
In einem ausgeheizten Schlenkkolben unter Argon wurde eine Lösung des Ala-Ni(II)-BPB Komplexes 
(1.0 Äq) in trockenem DMF (5 mL/mmol) auf 0 °C abgekühlt. Die Lösung wurde mit frisch gemahlenem 
KOH (10 Äq) versetzt und für 20 min bei 0 °C gerührt. Anschließend wurde das Alkylierungsmittel (1.1 Äq) 
in DMF (1 mL/mmol) zugegeben und für 20 min bei 0 °C gerührt. Nach dem Erwärmen auf Raumtemperatur 
wurde die Reaktionsmischung für 2 h gerührt. Anschließend wurde die Reaktionslösung auf 100 mL kalte 
Essigsäure (5% v/v) gegossen und mit CH2Cl2 (100 mL) versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt 
und die wässrige Phase mit CH2Cl2 extrahiert (3 × 60 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 
gesättigter NaCl-Lösung gewaschen und über MgSO4 getrocknet. Nach Koevaporation mit Toluol 
(3 × 40 mL) wurde das Produkt säulenchromatographisch (1% MeOH in CH2Cl2) gereinigt.  
 
AAV 6: Zersetzung von alkylierten Ala-Ni(II)-BPB Komplexen und Fmoc-Schützung 
Zu einer Lösung des alkylierten Ala-Ni(II)-BPB Komplexes (1.0 Äq) in MeOH (4 mL/mmol) wurde 
konzentrierte HCl (10 Äq) gegeben und die Reaktionsmischung für 1 h refluxiert. Anschließend wurde das 
Lösemittel unter vermindertem Druck vollständig entfernt. Der Rückstand wurde in Wasser (1 mL/mmol) 
aufgenommen und mit CH2Cl2 extrahiert (3 × 20 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 
gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösemittel unter vermindertem Druck 
entfernt. Das erhaltene BPB (35/150) wurde ohne weitere Reinigung wiederverwendet. Die wässrige Phase 
wurde mit Na2CO3 neutralisiert und Dioxan zugegeben um eine Mischung aus Dioxan/Wasser (1:1 v/v) zu 
erhalten. Anschließend wurde Na2CO3 (3 Äq) und Fmoc-OSu (1.3 Äq) zugegeben und für 7 d bei 
Raumtemperatur gerührt. Nach 2 d und 5 d wurde erneut Fmoc-OSu (0.5 Äq) zugegeben (Reaktionskontrolle 
mittels U-HPLC). Anschließend wurde Wasser (100 mL) hinzugefügt, mit konzentrierter HCl angesäuert 
und die wässrige Phase mit CH2Cl2 extrahiert (3 × 20 mL). Die vereinigeten organischen Phasen wurden mit 
gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösemittel unter vermindertem Druck 
entfernt. Nach säulenchromatographischer Reinigung (Petrolether/Ethylacetat 5:1 + 0.1% Essigsäure) wurde 
die geschützte Aminosäure erhalten.  
 
  




7.3.2 Synthese der Verbindungen 




Zu einer Lösung aus L -Prolin (20.0 g, 174 mmol) und KOH (37.0 g, 660 mmol, 3.8 Äq) in 250 mL iso-
Propanol wurde Benzylbromid (30.9 mL, 261 mmol, 1.5 Äq) über 30 min zugetropft. Die 
Reaktionsmischung wurde für 6 h bei 40 °C gerührt, auf Raumtemperatur abgekühlt und mit konzentrierter 
HCl neutralisiert (pH 5). Anschließend wurden 150 mL CHCl3 zugegeben und für 16 h bei Raumtemperatur 
gerührt. Die Suspension wurde filtriert und der Rückstand mit 3 × 50 mL CHCl3 gewaschen. Die vereinigten 
organischen Phasen wurden unter vermindertem Druck eingeengt und das Produkt in kaltem Aceton 
ausgefällt. Das Produkt (30.5 g, 149 mmol, 86%) wurde als weißer Feststoff abfiltriert und im Hochvakuum 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
 
1
H NMR (400 MHz, DMSO): δ [ppm] = 7.5 – 7.3 (m, 5H), 4.3 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 3.9 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 
3.5 (dd, J = 8.9, 6.1 Hz, 1H), 3.2 – 3.1 (m, 1H), 2.8 (dd, J = 17.7, 8.6 Hz, 1H), 2.2 (dq, J = 13.0, 8.6 Hz, 1H), 
2.0 – 1.8 (m, 2H), 1.8 – 1.6 (m, 1H). 13C NMR (101 MHz, DMSO): δ [ppm] = 172.4, 135.5, 130.3, 129.1, 





. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.13 min.  
 
  








Zu einer Lösung aus D-Prolin (20.0 g, 174 mmol) und KOH (37.0 g, 660 mmol, 3.8 Äq) in 250 mL iso-
Propanol wurde Benzylbromid (30.9 mL, 261 mmol, 1.5 Äq) über 30 min zugetropft. Die 
Reaktionsmischung wurde für 6 h bei 40 °C gerührt, auf Raumtemperatur abgekühlt und mit konzentrierter 
HCl neutralisiert (pH 5). Anschließend wurden 150 mL CHCl3 zugegeben und für 16 h bei Raumtemperatur 
gerührt. Die Suspension wurde filtriert und der Rückstand mit 3 × 50 mL CHCl3 gewaschen. Die vereinigten 
organischen Phasen wurden unter vermindertem Druck eingeengt und das Produkt in kaltem Aceton 
ausgefällt. Das Produkt (31.5 g, 154 mmol, 88%) wurde als weißer Feststoff abfiltriert und im Hochvakuum 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 7.42 – 7.37 (m, 2H), 7.36 – 7.32 (m, 2H), 7.32 – 7.27 (m, 1H), 4.09 
(d, J = 13.0 Hz, 1H), 3.77 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 3.35 (dd, J = 8.9, 5.8 Hz, 1H), 3.13 – 3.03 (m, 1H), 2.61 (dd, 
J = 17.3, 8.7 Hz, 1H), 2.17 – 2.04 (m, 1H), 1.94 – 1.83 (m, 1H), 1.83 – 1.74 (m, 1H), 1.74 – 1.63 (m, 1H). 
13
C NMR (126 MHz, DMSO): δ [ppm] = 172.3, 136.1, 129.3, 128.3, 127.7, 65.9, 57.2, 52.8, 28.5, 22.8. 
HRMS: berechnet für C12H15NO2: 206.11756 [M+H]
+
; gefunden 206.11783 [M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 1 
mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.22 min.  
  








Eine Suspension aus 34 (10.0 g, 48.7 mmol) und N-Methylimidazol (11.65 mL, 146 mmol, 3.0 Äq) in 
100 mL CH2Cl2 wurde portionsweise mit Mesylchlorid (4.5 mL, 58.5 mmol, 1.2 Äq) bei 0 °C versetzt. 
Anschließend wurde 2-Aminobenzophenon (8.5 g, 43.9 mmol, 0.9 Äq) in 30 mL CH2Cl2 zugetropft und die 
Reaktionsmischung für 20 h refluxiert. Nach der Zugabe von gesättigter (NH4)2SO4-Lösung (150 mL) wurde 
die wässrige Phase mit CH2Cl2 extrahiert (3 × 40 mL) und die vereinigten organischen Phasen mit gesättigter 
NaCl-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel unter 
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde in 400 mL Aceton gelöst und das Produkt als 
Hydrochlorid durch portionsweise Zugabe von konzentrierter HCl (8.9 mL, 97,4 mmol, 2 Äq) ausgefällt, 
abfiltriert und mit  5% HCl in Aceton gewaschen. Das Produkt wurde als gelblicher Feststoff erhalten, im 




H NMR (400 MHz, DMSO): δ [ppm] = 11.0 (s, 1H), 8.3 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.8 – 7.7 (m, 2H), 7.7 – 7.6 
(m, 1H), 7.6 – 7.5 (m, 3H), 7.5 (dd, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 7.4 – 7.3 (m, 2H), 7.2 – 7.1 (m, 1H), 7.1 – 7.0 (m, 
3H), 3.7 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 3.5 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 3.2 (dd, J = 9.9, 4.3 Hz, 1H), 3.0 (m, 1H), 2.3 (m, 
1H), 2.2 – 2.1 (m, 1H), 1.8 – 1.5 (m, 3H). 13C NMR (101 MHz, DMSO): δ [ppm] = 196.8, 173.2, 138.2, 
137.9, 137.6, 132.9, 132.8, 131.6, 129.8, 128.9, 128.5, 127.9, 126.9, 126.2, 122.8, 121.1, 67.3, 58.9, 53.4, 
30.1, 23.6. HRMS: berechnet für C25H24N2O2: 385.19105 [M+H]
+
; gefunden 385.19245 [M+H]
+
. 
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.16 min. 
 
  








Eine Suspension aus 149 (10.0 g, 48.7 mmol) und N-Methylimidazol (11.65 mL, 146 mmol, 3.0 Äq) in 
100 mL CH2Cl2 wurde portionsweise mit Mesylchlorid (4.5 mL, 58.5 mmol, 1.2 Äq) bei 0 °C versetzt. 
Anschließend wurde 2-Aminobenzophenon (8.5 g, 43.9 mmol, 0.9 Äq) in 30 mL CH2Cl2 zugetropft und die 
Reaktionsmischung für 20 h refluxiert. Nach der Zugabe von gesättigter (NH4)2SO4-Lösung (150 mL) wurde 
die wässrige Phase mit CH2Cl2 extrahiert (3 × 40 mL) und die vereinigten organischen Phasen mit gesättigter 
NaCl-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel unter 
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde in 400 mL Aceton gelöst und das Produkt als 
Hydrochlorid durch portionsweise Zugabe von konzentrierter HCl (8.9 mL, 97,4 mmol, 2 Äq) ausgefällt, 
abfiltriert und mit  5% HCl in Aceton gewaschen. Das Produkt wurde als gelblicher Feststoff erhalten, im 




H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 11.1 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 7.71 – 7.66 (m, 2H), 7.65 – 7.57 (m, 2H), 
7.54 – 7.48 (m, 2H), 7.45 – 7.40 (m, 2H), 7.40 – 7.33 (m, 4H), 7.29 – 7.17 (m, 1H), 4.35 – 4.11 (m, 3H), 
3.41 (s, 1H), 3.29 – 3.14 (m, 1H), 2.27 – 2.12 (m, 1H), 2.02 – 1.88 (m, 1H), 1.72 – 1.53 (m, 1H), 1.39 – 1.16 
(m, 1H). 
13
C NMR (126 MHz, DMSO): δ [ppm] = 194.3, 165.7, 136.6, 134.0, 133.0, 132.2, 131.5, 131.0, 
129.6, 129.5, 129.4, 128.6, 128.4, 128.2, 125.6, 124.4, 65.7, 56.7, 54.1, 27.9, 22.2. HRMS: berechnet für 
C25H24N2O2: 385.19105 [M+H]
+
; gefunden 385.19297 [M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, 
MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.28 min. 
 
  








Eine Lösung aus 35 (8.8 g, 22.8 mmol), D/L-Alanin (4.1 g, 45.6 mmol, 2 Äq) und Nickel(II)-nitrat 
Hexahydrat (12.2 g, 42.0 mmol, 1.8 Äq) in 300 mL MeOH wurde auf 60 °C erhitzt und für 10 min gerührt. 
Anschließend wurde eine Lösung aus KOH (9.0 g, 159.7 mmol, 7 Äq) in 200 mL MeOH portionsweise 
zugegeben und die Reaktionsmischung für 2 h refluxiert. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurde 
Essigsäure (9.1 mL, 159.7 mmol, 7 Äq) zugegeben und das Produkt durch Zugabe von 500 mL Wasser 
ausgefällt. Das Produkt wurde als roter Feststoff (10.9 g, 21.1 mmol, 93%) abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
und im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.  
 
1
H NMR (400 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.4 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 8.0 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.6 – 7.5 (m, 4H), 
7.4 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.2 – 7.1 (m, 2H), 7.1 – 7.0 (m, 1H), 6.7 – 6.6 (m, 1H), 6.5 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H), 
4.1 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.7 – 3.4 (m, 4H), 3.4 – 3.3 (m, 1H), 2.5 – 2.4 (m, 2H), 2.3 – 2.1 (m, 2H), 1.4 (d, J = 
7.0 Hz, 3H). 
13
C NMR (101 MHz, DMSO): δ [ppm] = 180.9, 179.0, 142.9, 135.5, 134.2, 133.2, 132.1, 
131.9, 130.2, 129.6, 129.5, 129.2, 129.0, 128.3, 128.0, 126.4, 124.0, 120.7, 70.3, 66.6, 63.2, 58.2, 31.1, 24.4, 





. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 7.93 min. 
  








Eine Lösung aus 150 (10.0 g, 26.0 mmol), D/L-Alanin (4.6 g, 52.0 mmol, 2 Äq) und Nickel(II)-nitrat 
Hexahydrat (13.9 g, 47.8 mmol, 1.8 Äq) in 300 mL MeOH wurde auf 60 °C erhitzt und für 10 min gerührt. 
Anschließend wurde eine Lösung aus KOH (10.2 g, 182.1 mmol, 7 Äq) in 200 mL MeOHl portionsweise 
zugegeben und die Reaktionsmischung für 2 h refluxiert. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurde 
Essigsäure (10.4 mL, 182.1 mmol, 7 Äq) zugegeben und das Produkt durch Zugabe von 500 mL Wasser 
ausgefällt. Das Produkt wurde als roter Feststoff (11.5 g, 22.3 mmol, 86%) abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
und im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.  
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.35 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.96 (dd, J = 8.7, 0.8 Hz, 1H), 7.63 – 7.54 
(m, 2H), 7.53 – 7.46 (m, 2H), 7.37 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.19 – 7.12 (m, 2H), 7.11 – 7.03 (m, 1H), 6.69 – 6.63 
(m, 1H), 6.52 (dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H), 4.06 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.64 – 3.45 (m, 4H), 3.38 – 3.32 (m, 1H), 
2.49 – 2.37 (m, 2H), 2.25 – 2.12 (m, 2H), 1.44 (d, J = 7.1 Hz, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO): δ [ppm] = 
180.2, 178.3, 169.4, 142.2, 134.7, 133.4, 132.5, 131.4, 131.1, 129.5, 128.8, 128.8, 128.5, 128.3, 127.6, 127.3, 
125.7, 123.3, 120.0, 69.6, 65.9, 62.5, 57.5, 30.4, 23.7, 21.3. Rf: 0.32 (EtOAc/Pentan, 1/5, v/v). HRMS: 
berechnet für C28H27N3NiO3: 512.14787 [M+H]
+
; gefunden 512.14976 [M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 












Zu einer Lösung aus NaI (4.0 g, 26.8 mmol, 2 Äq) in trockenem Aceton (25 mL) wurde 5-Brom-1-penten 
(2.0 g, 13.6 mmol, 1 Äq) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde für 2 h refluxiert. Nach abkühlen auf 
Raumtemperatur wurde das Präzipitat abfiltriert und die Lösung mit iso-Hexan (50 mL) und Wasser (50 mL) 
versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wässrige Phase mit iso-Hexan extrahiert 
(3 × 50 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden über MgSO4 getrocknet und das Lösemittel unter 
vermindertem Druck entfernt. Das Produkt (2.5 g, 12.8 mmol, 96%) wurde als leicht pinkes Öl erhalten. 
 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 5.8 (ddt, J = 17.0, 10.2, 6.7 Hz, 1H), 5.1 – 5.0 (m, 2H), 3.2 (t, J = 
6.9 Hz, 2H), 2.3 – 2.1 (m, 2H), 2.0 – 1.8 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 136.7, 116.1, 
34.4, 32.6, 6.4. HRMS: berechnet für C5H9I: 195.97434 [M]
+









Das Alkinol 4-Pentin-1-ol (3.2 mL, 33.4 mmol) wurde gemäß AAV 1 zu dem DHP-geschützten Alkinol 96a 
(5.5 g, 33.1 mmol, 99%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 4.60 – 4.53 (m, 1H), 3.87 – 3.75 (m, 2H), 3.51 – 3.41 (m, 2H), 2.36 
– 2.22 (m, 2H), 1.92 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 1.83 – 1.73 (m, 3H), 1.72 – 1.63 (m, 1H), 1.60 – 1.44 (m, 4H). 
13
C NMR (101 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 98.9, 84.0, 68.5, 65.9, 62.3, 30.8, 28.8, 25.6, 19.6, 15.4. HRMS: 
berechnet für C10H16O2: 169.12231 [M+H]
+












Das Alkinol 5-Hexin-1-ol (2.5 mL, 22.7 mmol) wurde gemäß AAV 1 zu dem DHP-geschützten Alkinol 96b 
(4.1 g, 22.5 mmol, 99%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 4.61 – 4.54 (m, 1H), 3.90 – 3.82 (m, 1H), 3.79 – 3.71 (m, 1H), 3.53 
– 3.46 (m, 1H), 3.45 – 3.35 (m, 1H), 2.26 – 2.18 (m, 2H), 1.98 – 1.91 (m, 1H), 1.87 – 1.77 (m, 1H), 1.74 – 
1.47 (m, 9H). 
13
C NMR (101 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 99.0, 84.5, 68.5, 67.1, 62.4, 30.9, 29.0, 25.6, 25.5, 
19.8, 18.4. HRMS: berechnet für C11H18O2: 183.13796 [M+H]
+









Das DHP-geschütze Alkinol 96a (5.8 g, 34.6 mmol) wurde gemäß AAV 2 zu dem methylierten, DHP-
geschützten Alkinol 151 (4.9 g, 27.1 mmol, 78%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 4.63 – 4.55 (m, 1H), 3.90 – 3.74 (m, 2H), 3.55 – 3.42 (m, 2H), 2.27 
– 2.19 (m, 2H), 1.87 – 1.78 (m, 2H), 1.77 (t, J = 2.6 Hz, 3H), 1.75 – 1.67 (m, 2H), 1.60 – 1.49 (m, 4H). 
13
C NMR (101 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 98.9, 78.7, 75.8, 66.3, 62.3, 30.8, 29.4, 25.7, 19.7, 15.8, 3.6. 
HRMS: berechnet für C11H18O2: 183.13796 [M+H]
+













Das DHP-geschütze Alkinol 96b (2.5 g, 13.7 mmol) wurde gemäß AAV 2 zu dem methylierten, DHP-
geschützten Alkinol 152 (2.3 g, 11.9 mmol, 87%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 4.60 – 4.55 (m, 1H), 3.90 – 3.82 (m, 1H), 3.74 (dt, J = 9.7, 6.6 Hz, 
1H), 3.54 – 3.45 (m, 1H), 3.40 (dt, J = 9.7, 6.4 Hz, 1H), 2.20 – 2.12 (m, 2H), 1.87 – 1.79 (m, 1H), 1.78 – 
1.75 (m, 3H), 1.72 – 1.65 (m, 3H), 1.60 – 1.50 (m, 6H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 99.0, 79.2, 












Das DHP-geschütze Alkinol 151 (0.5 g, 2.6 mmol) wurde gemäß AAV 3 zu dem methylierten Alkinol 97a 
(0.2 g, 2.2 mmol, 85%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 3.77 – 3.71 (m, 2H), 2.28 – 2.20 (m, 2H), 1.77 (t, J = 2.6 Hz, 3H), 
1.75 – 1.68 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 78.6, 76.4, 62.2, 31.6, 15.5, 3.6. HRMS: 
berechnet für C6H10O: 99.08044 [M+H]
+












Das DHP-geschütze Alkinol 152 (2.1 g, 10.7 mmol) wurde gemäß AAV 3 zu dem methylierten Alkinol 97b 
(1.1 g, 9.1 mmol, 85%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 3.67 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.20 – 2.13 (m, 2H), 1.79 – 1.75 (m, 3H), 
1.68 – 1.65 (m, 2H), 1.60 – 1.50 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 79.0, 76.0, 62.7, 32.0, 
25.4, 18.6, 3.6. HRMS: berechnet für C7H12O: 113.09609 [M+H]
+















H NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 3.65 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.18 – 2.10 (m, 2H), 1.77 (t, J = 2.6 Hz, 
3H), 1.61 – 1.54 (m, 2H), 1.53 – 1.49 (m, 2H), 1.48 – 1.40 (m, 2H). 13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 


















H NMR (500 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 3.64 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.15 – 2.09 (m, 2H), 1.77 (s, J = 10.4 Hz, 
3H), 1.61 – 1.54 (m, 2H), 1.48 (dd, J = 14.0, 7.0 Hz, 2H), 1.43 – 1.37 (m, 4H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3): 




δ [ppm] = 79.4, 75.6, 63.1, 32.8, 29.1, 28.8, 25.4, 18.8, 3.6. HRMS: berechnet für C9H16O: 141.12739 
[M+H]
+













H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 3.34 – 3.26 (m, 2H), 2.31 – 2.22 (m, 2H), 2.00 – 1.90 (m, 2H), 1.79 
– 1.75 (m, 3H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 77.1, 76.9, 32.7, 19.9, 5.8, 3.6. HRMS: berechnet 
für C6H9I: 207.97434 [M]
+













H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 3.24 – 3.16 (m, 2H), 2.19 – 2.12 (m, 2H), 1.97 – 1.88 (m, 2H), 1.79 
– 1.75 (m, 3H), 1.62 – 1.52 (m, 2H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 78.5, 76.3, 32.7, 29.7, 17.7, 
6.5, 3.6. HRMS: berechnet für C7H11I: 221.98999 [M]
+

















H NMR (600 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 3.19 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.16 – 2.11 (m, 2H), 1.87 – 1.81 (m, 2H), 
1.78 (t, J = 2.6 Hz, 3H), 1.52 – 1.45 (m, 4H). 13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 78.9, 75.9, 33.3, 29.9, 
28.1, 18.7, 6.9, 3.6. HRMS: berechnet für C8H13I: 236.00565 [M]
+













H NMR (500 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 3.19 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.16 – 2.08 (m, 2H), 1.87 – 1.79 (m, 2H), 
1.77 (t, J = 2.5 Hz, 3H), 1.51 – 1.44 (m, 2H), 1.43 – 1.36 (m, 4H). 13C NMR (1261 MHz, CDCl3): δ [ppm] = 
79.2, 75.7, 33.6, 30.2, 28.9, 27.9, 18.8, 7.2, 3.6. HRMS: berechnet für C9H15I: 250.12 [M]
+














Der Ala-Ni(II)-(S)-BPB 36 (2.0 g, 3.9 mmol) wurde gemäß AAV 5 mit dem Ioldalken 37 zu dem alkylierten 
Ni(II)-Komplex 38 (2.2 g, 3.7 mmol, 95%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (400 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.36 – 8.29 (m, 2H), 7.87 (dd, J = 8.6, 1.1 Hz, 1H), 7.58 – 7.48 (m, 
3H), 7.48 – 7.37 (m, 3H), 7.28 – 7.22 (m, 1H), 7.15 – 7.05 (m, 2H), 6.67 – 6.60 (m, 1H), 6.57 (dd, J = 8.4, 
1.6 Hz, 1H), 5.89 (ddt, J = 17.0, 10.3, 6.7 Hz, 1H), 5.13 – 4.96 (m, 2H), 4.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.69 (d, J 
= 12.3 Hz, 1H), 3.51 (dd, J = 10.0, 6.6 Hz, 1H), 3.40 – 3.34 (m, 1H), 3.10 – 2.94 (m, 1H), 2.47 – 2.35 (m, 
3H), 2.18 – 2.00 (m, 4H), 1.97 – 1.83 (m, 1H), 1.59 – 1.42 (m, 2H), 1.04 (s, 3H). 13C NMR (101 MHz, 
DMSO): δ [ppm] = 181.2, 180.7, 172.4, 169.2, 142.4, 138.9, 137.0, 135.4, 133.5, 132.2, 131.5, 131.2, 130.0, 
129.2, 129.2, 128.6, 128.5, 127.9, 127.6, 124.2, 120.7, 115.9, 77.4, 70.3, 63.6, 57.7, 33.9, 30.9, 29.6, 25.3, 
23.5. HRMS: berechnet für C33H35N3NiO3: 580.21047 [M+H]
+
; gefunden 580.21190 [M+H]
+
. 
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.33 min. 
 
  








Der Ala-Ni(II)-(S)-BPB 36 (5.0 g, 9.7 mmol) wurde gemäß AAV 5 mit Benzylbromid zu dem alkylierten 
Ni(II)-Komplex 153 (5.8 g, 9.5 mmol, 98%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.28 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.98 (dd, J = 8.6, 1.0 Hz, 1H), 7.57 – 7.52 
(m, 3H), 7.47 – 7.40 (m, 4H), 7.35 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.30 – 7.26 (m, 2H), 7.18 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.13 (d, J 
= 7.6 Hz, 1H), 7.08 (m, 1H), 6.65 – 6.60 (m, 1H), 6.54 (dd, J = 8.5, 1.4 Hz, 1H), 3.91 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 
3.55 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.37 – 3.34 (m, 1H), 3.10 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 2.94 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 2.87 – 
2.81 (m, 1H), 2.26 – 2.15 (m, 1H), 2.07 – 1.89 (m, 3H), 1.70 – 1.58 (m, 1H), 0.98 (s, 3H). 13C NMR (126 
MHz, DMSO): δ [ppm] = 179.7, 179.0, 171.4, 142.3, 136.6, 136.5, 134.6, 133.3, 131.4, 131.1, 131.0, 130.5, 
129.3, 128.4, 128.3, 128.0, 127.3, 127.2, 127.2, 127.1, 123.0, 119.7, 77.7, 69.5, 63.1, 56.9, 46.2, 29.9, 28.7, 
22.5. HRMS: berechnet für C35H33N3NiO3: 602.19482 [M+H]
+
; gefunden 602.19653 [M+H]
+
. 
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 6.30 min. 
  








Der Ala-Ni(II)-(S)-BPB 36 (11.4 g, 8.0 mmol) wurde gemäß AAV 5 mit 1-Brom-2-methylpropan zu dem 
alkylierten Ni(II)-Komplex 154 (4.23 g, 7.4 mmol, 92%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.08 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.51 – 7.43 (m, 
3H), 7.38 (dd, J = 15.9, 8.2 Hz, 3H), 7.26 – 7.21 (m, 1H), 7.20 – 7.14 (m, 1H), 7.14 – 7.08 (m, 1H), 7.08 – 
7.00 (m, 1H), 6.66 – 6.53 (m, 2H), 4.47 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 3.70 (d, J = 12.7 Hz, 2H), 3.45 (dd, J = 10.6, 
6.1 Hz, 1H), 3.26 – 3.10 (m, 1H), 2.52 – 2.37 (m, 2H), 2.10 – 2.01 (m, 2H), 1.71 – 1.63 (m, 2H), 1.27 (d, J = 
6.6 Hz, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.14 (d, J = 6.7 Hz, 3H). 
13
C NMR (126 MHz, DMSO): δ [ppm] = 183.0, 180.7, 
172.5, 141.9, 136.9, 133.7, 133.6, 131.8, 131.7, 130.6, 130.2, 129.5, 129.1, 129.0, 128.5, 127.9, 127.9, 
127.03, 123.9, 120.7, 70.4, 63.8, 57.3, 48.7, 30.8, 30.8, 25.7, 24.6, 23.4, 23.4. MS: berechnet für 
C32H35N3NiO3: 568.20 [M+H]
+
; gefunden 568.14 [M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN 
(0.1% TFA), 13 min) = 9.38 min. 
  








Der Ala-Ni(II)-(S)-BPB 36 (2.6 g, 5.0 mmol) wurde gemäß AAV 5 mit dem Iodalkin 98a zu dem alkylierten 
Ni(II)-Komplex 155 (2.9 g, 4.9 mmol, 98%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.33 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.92 – 7.86 (m, 1H), 7.54 – 7.47 (m, 3H), 
7.46 – 7.38 (m, 3H), 7.24 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.11 – 7.04 (m, 1H), 6.68 – 6.61 (m, 
1H), 6.57 (dd, J = 8.4, 1.5 Hz, 1H), 4.10 – 4.06 (m, 1H), 3.68 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.52 (t, J = 8.3 Hz, 1H), 
3.42 – 3.35 (m, 1H), 3.09 – 2.98 (m, 1H), 2.64 – 2.54 (m, 1H), 2.48 – 2.41 (m, 2H), 2.26 – 2.19 (m, 2H), 
2.18 – 2.06 (m, 2H), 2.05 – 1.95 (m, 1H), 1.79 – 1.74 (m, 3H), 1.75 – 1.68 (m, 1H), 1.64 – 1.52 (m, 1H), 
0.99 (s, J = 5.1 Hz, 3H).
13
C NMR (126 MHz, DMSO): δ [ppm] = 180.1, 180.0, 171.6, 141.8, 136.2, 134.7, 
132.9, 131.5, 130.8, 130.6, 129.3, 128.5, 128.4, 127.8, 127.7, 127.2, 126.9, 123.4, 119.9, 78.8, 76.6, 76.3, 
69.6, 63.0, 57.0, 39.9, 30.1, 28.7, 25.1, 22.7, 18.1, 3.1. HRMS: berechnet für C34H35N3NiO3: 592.21047 
[M+H]
+
; gefunden 592.21126 [M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) 
= 9.43 min. 
  








Der Ala-Ni(II)-(S)-BPB 36 (3.5 g, 6.8 mmol) wurde gemäß AAV 5 mit dem Iodalkin 98b zu dem alkylierten 
Ni(II)-Komplex 156 (4.1 g, 6.7 mmol, 98%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.32 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.92 – 7.83 (m, 1H), 7.55 – 7.50 (m, 3H), 
7.47 – 7.39 (m, 3H), 7.25 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.09 – 7.04 (m, 1H), 6.67 – 6.54 (m, 
2H), 4.06 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.70 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.54 – 3.45 (m, 1H), 3.37 (dd, J = 18.7, 9.7 Hz, 
1H), 3.12 – 2.99 (m, 1H), 2.55 – 2.50 (m, 2H), 2.48 – 2.41 (m, 1H), 2.26 – 2.20 (m, 2H), 2.17 – 2.06 (m, 
2H), 1.99 – 1.92 (m, 1H), 1.65 – 1.58 (m, 3H), 1.50 – 1.37 (m, 4H), 1.06 (s, J = 8.9 Hz, 3H). 13C NMR (126 
MHz, DMSO): δ [ppm] = 180.5, 179.9, 171.7, 141.7, 136.3, 134.7, 132.7, 131.5, 131.3, 130.7, 130.4, 129.3, 
128.5, 128.4, 127.9, 127.8, 127.1, 126.9, 123.5, 119.9, 79.1, 76.7, 76.1, 69.7, 62.9, 56.9, 40.0, 30.2, 29.0, 
28.4, 24.4, 22.7, 18.1, 2.9.  HRMS: berechnet für C35H37N3NiO3: 606.22613 [M+H]
+
; gefunden 606.22693 
[M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.61 min. 
  








Der Ala-Ni(II)-(S)-BPB 36 (1.3 g, 2.5 mmol) wurde gemäß AAV 5 mit dem Iodalkin 98c zu dem alkylierten 
Ni(II)-Komplex 157 (1.3 g, 2.1 mmol, 84%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.33 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.88 – 7.84 (m, 1H), 7.54 – 7.49 (m, 3H), 
7.44 – 7.39 (m, 3H), 7.28 – 7.23 (m, 1H), 7.15 – 7.11 (m, 1H), 7.11 – 7.06 (m, 1H), 6.66 – 6.61 (m, 1H), 
6.61 – 6.55 (m, 1H), 4.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.68 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.51 (m, 1H), 3.41 – 3.35 (m, 1H), 
3.15 – 2.97 (m, 1H), 2.49 – 2.38 (m, 2H), 2.37 – 2.28 (m, 1H), 2.18 – 2.09 (m, 4H), 1.85 – 1.75 (m, 1H), 
1.71 (t, J = 2.5 Hz, 3H), 1.57 – 1.49 (m, 2H), 1.49 – 1.42 (m, 2H), 1.36 – 1.23 (m, 2H), 1.07 (s, 3H). 13C 
NMR (126 MHz, DMSO): δ [ppm] = 180.6, 180.0, 171.7, 141.7, 136.3, 134.7, 132.7, 131.5, 131.3, 130.7, 
130.4, 129.3, 128.5, 128.4, 128.0, 127.8, 127.1, 127.0, 123.6, 120.0, 79.1, 76.8, 75.8, 69.6, 62.9, 57.0, 39.9, 





. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.87 
min. 
  








Der Ala-Ni(II)-(S)-BPB 89 (3.2 g, 6.2 mmol) wurde gemäß AAV 5 mit dem Iodalkin 98a zu dem alkylierten 
Ni(II)-Komplex 158 (3.7 g, 6.1 mmol, 98%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.33 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.90 – 7.86 (m, 1H), 7.56 – 7.48 (m, 3H), 
7.46 – 7.39 (m, 3H), 7.24 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.11 – 7.06 (m, 1H), 6.67 – 6.61 (m, 
1H), 6.61 – 6.55 (m, 1H), 4.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.68 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.57 – 3.49 (m, 1H), 3.41 – 
3.33 (m, 1H), 3.10 – 2.97 (m, 1H), 2.67 – 2.53 (m, 1H), 2.49 – 2.40 (m, 2H), 2.21 (s, J = 2.1 Hz, 2H), 2.18 – 
2.05 (m, 2H), 2.02 – 1.95 (m, 1H), 1.76 (t, J = 2.4 Hz, 3H), 1.74 – 1.68 (m, 1H), 1.63 – 1.52 (m, 1H), 0.99 (s, 
3H). 
13
C NMR (126 MHz, DMSO): δ [ppm] = 180.1, 180.0, 171.6, 141.8, 136.2, 134.7, 132.9, 131.5, 130.8, 
130.6, 129.3, 128.5, 128.4, 127.8, 127.7, 127.2, 126.9, 123.4, 119.9, 78.8, 76.6, 76.3, 69.6, 63.0, 57.0, 39.9, 





. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.16 min. 
 
  








Der Ala-Ni(II)-(S)-BPB 89 (3.5 g, 6.8 mmol) wurde gemäß AAV 5 mit dem Iodalkin 98b zu dem alkylierten 
Ni(II)-Komplex 159 (4.1 g, 6.7 mmol, 98%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.33 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.88 (dd, J = 8.6, 1.0 Hz, 1H), 7.55 – 7.49 
(m, 3H), 7.45 – 7.40 (m, 3H), 7.26 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.16 – 7.12 (m, 1H), 7.11 – 7.06 (m, 1H), 6.67 – 6.61 
(m, 1H), 6.61 – 6.55 (m, 1H), 4.06 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.70 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.52 – 3.47 (m, 1H), 3.40 
– 3.34 (m, 1H), 3.13 – 2.99 (m, 1H), 2.57 – 2.51 (m, 1H), 2.50 – 2.41 (m, 1H), 2.27 – 2.20 (m, 2H), 2.17 – 
2.07 (m, 2H), 2.01 – 1.91 (m, 1H), 1.63 (t, J = 2.5 Hz, 3H), 1.49 – 1.38 (m, 4H), 1.06 (s, 3H). 13C NMR (126 
MHz, DMSO): δ [ppm] = 180.5, 180.0, 171.7, 141.7, 136.4, 134.7, 132.8, 131.5, 131.3 130.7, 130.5, 129.3, 
128.5, 128.4, 127.9, 127.8, 127.1, 126.9, 123.5, 120.0, 79.1, 76.7, 76.1, 69.7, 62.9, 56.9, 40.0, 30.2, 29.0, 
28.4, 24.5, 22.7, 18.1, 3.0. HRMS: berechnet für C35H37N3NiO3: 606.22613 [M+H]
+
; gefunden 606.22720 
[M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.34 min. 
  








Der Ala-Ni(II)-(S)-BPB 89 (3.0 g, 5.8 mmol) wurde gemäß AAV 5 mit dem Iodalkin 98b zu dem alkylierten 
Ni(II)-Komplex 160 (2.8 g, 4.3 mmol, 75%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO): δ [ppm] = 8.32 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.51 (s, 3H), 7.42 
(t, J = 7.6 Hz, 3H), 7.25 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.14 – 7.05 (m, 2H), 6.64 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 8.4 Hz, 
1H), 4.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.69 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 3.51 (dd, J = 9.7, 6.8 Hz, 1H), 3.40 – 3.34 (m, 1H), 
3.04 (dd, J = 19.0, 9.0 Hz, 1H), 2.48 – 2.42 (m, 2H), 2.40 – 2.32 (m, 1H), 2.18 – 2.08 (m, 4H), 1.88 – 1.76 
(m, 1H), 1.72 (s, 3H), 1.45 (m, 4H), 1.43 – 1.19 (m, 4H), 1.05 (s, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO): δ 
[ppm] = 180.6, 180.0, 171.6, 141.7, 136.3, 134.7, 132.8, 131.5, 130.7, 130.5, 129.3, 128.5, 128.5, 127.9, 
127.8, 127.1, 126.9, 123.6, 120.0, 79.3, 76.8, 75.7, 69.6, 62.9, 57.0, 39.8, 30.2, 29.0, 28.6, 28.4, 28.3, 25.3, 
22.8, 18.0, 3.1. HRMS: berechnet für C37H41N3NiO3: 634.25742 [M+H]
+
; gefunden 634.25868 [M+H]
+
. 
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 11 min) = 6.96 min. 
 
  








Der alkylierte Ni(II)-Komplex 38 (2.2 g, 3.7 mmol) wurde gemäß AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschützten -methylierten Baustein 39 (Fmoc-S5-OH) (0.9 g, 2.3 mmol, 62%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (400 MHz, DMSO) δ [ppm] = 12.35 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 
7.42 – 7.38 (m, 2H), 7.35 – 7.28 (m, 2H), 5.88 – 5.65 (m, 1H), 5.08 – 4.87 (m, 2H), 4.35 – 4.11 (m, 3H), 
2.07 – 1.90 (m, 2H), 1.86 – 1.72 (m, 1H), 1.72 – 1.58 (m, 1H), 1.38 – 1.23 (m, 5H). 13C NMR (101 MHz, 
DMSO) δ [ppm] = 176.0, 155.4, 144.5, 141.4, 139.2, 128.3, 127.7, 125.9, 120.7, 115.6, 65.9, 58.9, 47.4, 
36.9, 33.9, 23.2, 23.1. HRMS: berechnet für C23H25NO4 = 380.18563 [M+H]
+
; gefunden 380.18624 [M+H]
+
. 
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.72 min.  
 
 




Der alkylierte Ni(II)-Komplex 153 (5.8 g, 9.5 mmol) wurde gemäß AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschützten -methylierten Baustein 58 (Fmoc-F-OH) (3.7 g, 9.2 mmol, 97%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO) δ [ppm] = 12.35 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 
7.42 – 7.38 (m, 2H), 7.35 – 7.28 (m, 2H), 5.88 – 5.65 (m, 1H), 5.08 – 4.87 (m, 2H), 4.35 – 4.11 (m, 3H), 
2.07 – 1.90 (m, 2H), 1.86 – 1.72 (m, 1H), 1.72 – 1.58 (m, 1H), 1.38 – 1.23 (m, 5H). 13C NMR (126 MHz, 
DMSO) δ [ppm] = 176.0, 155.4, 144.5, 141.4, 139.2, 128.3, 127.7, 125.9, 120.7, 115.6, 65.9, 58.9, 47.4, 
36.9, 33.9, 23.2, 23.1. HRMS: berechnet für C25H23NO4 = 402.16998 [M+H]
+
; gefunden 402.17025 [M+H]
+
. 
HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 11 min) = 6.48 min. 
  








Der alkylierte Ni(II)-Komplex 154 (3.7 g, 6.5 mmol) wurde gemäß AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschützten -methylierten Baustein 59 (Fmoc-L-OH) (2.4 g, 4.5 mmol, 69%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO) δ [ppm] = 12.52 (s, 1H), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.71 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 
7.41 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.23 (s, 1H), 4.30 – 4.23 (m, 2H), 4.23 – 4.16 (m, J = 6.7 
Hz, 1H), 1.73 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 1.68 – 1.55 (m, 1H), 1.36 (s, 3H), 0.85 (q, J = 6.5 Hz, 6H). 13C NMR (126 
MHz, DMSO) δ [ppm] = 175.6, 154.4, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0, 125.2, 120.0, 65.2, 58.2, 46.7, 44.4, 24.1, 
23.7, 23.6, 23.2. HRMS: berechnet für C22H25NO4 = 368.1856 [M+H]
+
; gefunden 368.1862 [M+H]
+
. HPLC: 
(Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 30 min) = 24.2 min. 
 
 
Synthese von (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methyloct-6-insäure (90) 
 
 
Der alkylierte Ni(II)-Komplex 155 (1.5 g, 2.5 mmol) wurde gemäß AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschützten -methylierten Baustein 90 (Fmoc-90-OH) (1.0 g, 2.5 mmol, 98%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO) δ [ppm] = 12.38 (s,1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.71 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.43 
(s, 1H), 7.41 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.31 – 4.22 (m, 2H), 4.22 – 4.16 (m, 1H), 2.14 – 
2.01 (m, 2H), 1.88 – 1.79 (m, 1H), 1.79 – 1.73 (m, 1H), 1.72 (s, 3H), 1.45 – 1.33 (m, 2H), 1.32 (s, 3H). 
13
C NMR (126 MHz, DMSO) δ [ppm] = 175.2, 154.6, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0, 125.2, 120.0, 79.1, 75.8, 





. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 9.73 
min. 
  




Synthese von (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methylnon-7-insäure (91) 
 
 
Der alkylierte Ni(II)-Komplex 156 (1.5 g, 2.4 mmol) wurde gemäß AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschützten -methylierten Baustein 91 (Fmoc-91-OH) (1.0 g, 2.3 mmol, 96%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO) δ [ppm] = 12.37 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 
7.42 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.34 – 4.22 (m, 2H), 4.22 – 4.18 
(m, 1H), 2.17 – 2.03 (m, 2H), 1.76 (s, 1H), 1.69 (t, J = 2.4 Hz, 3H), 1.68 – 1.59 (m, 1H), 1.45 – 1.35 (m, 2H), 
1.33 (s, 3H), 1.30 – 1.19 (m, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ [ppm] = 175.3, 154.7, 143.8, 140.7, 127.6, 
127.0, 125.2, 120.0, 79.1, 75.7, 65.2, 58.2, 46.7, 36.2, 28.7, 22.6, 22.4, 18.0, 3.1. HRMS: berechnet für 
C25H27NO4 = 406.20128 [M+H]
+
; gefunden 406.20119 [M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, 
MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 10.12 min. 
  




Synthese von (S)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methyldec-8-insäure (93) 
 
 
Der alkylierte Ni(II)-Komplex 157 (1.3 g, 2.1 mmol) wurde gemäß AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschützten -methylierten Baustein 93 (Fmoc-93-OH) (0.8 g, 1.8 mmol, 86%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO) δ [ppm] = 12.35 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 
7.41 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 7.37 (s, 1H) 7.36 – 7.30 (m, 2H), 4.34 – 4.14 (m, 3H), 2.12 – 2.02 (m, 2H), 1.83 – 
1.73 (m, 1H), 1.71 (t, J = 2.5 Hz, 3H), 1.69 – 1.61 (m, 1H), 1.43 – 1.35 (m, 2H), 1.32 (s, 3H), 1.29 (m, 2H), 
1.24 – 1.13 (m, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ [ppm] = 175.3, 154.7, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0, 
125.2, 120.0, 79.2, 75.7, 65.2, 58.3, 46.7, 36.6, 28.4, 28.4, 22.7, 22.3, 18.0, 3.1. HRMS: berechnet für 
C26H29NO4 = 420.21693 [M+H]
+
; gefunden 420.21736 [M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, 
MeCN (0.1% TFA), 13 min) = 10.20 min. 
 
  




Synthese von (R)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methyloct-6-insäure (94) 
 
 
Der alkylierte Ni(II)-Komplex 158 (1.5 g, 2.5 mmol) wurde gemäß AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschützten -methylierten Baustein 94 (Fmoc-94-OH) (0.8 g, 2.2 mmol, 86%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO) δ [ppm] = 12.37 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 
7.43 (s, 1H), 7.42 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.29 – 4.22 (m, 2H), 4.22 – 4.17 (m, 1H), 2.14 
– 2.01 (m, 2H), 1.89 – 1.79 (m, 1H), 1.76 (s, J = 11.9 Hz, 1H), 1.72 (s, 3H), 1.43 – 1.34 (m, 2H), 1.32 (s, 
3H).
13
C NMR (126 MHz, DMSO) δ [ppm] = 175.2, 154.7, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0, 125.3, 120.0, 79.0, 













Synthese von (R)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methylnon-7-insäure (94) 
 
 
Der alkylierte Ni(II)-Komplex 159 (1.5 g, 2.5 mmol) wurde gemäß AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschützten -methylierten Baustein 94 (Fmoc-94-OH) (0.8 g, 1,9 mmol, 76%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO) δ [ppm] = 12.36 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.71 (t, J = 9.2 Hz, 2H), 7.42 
(t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.39 (s, 1H), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 4.33 – 4.22 (m, 2H), 4.22 – 4.17 (m, 1H), 2.14 – 
2.04 (m, 2H), 1.82 – 1.71 (m, 1H), 1.69 (t, J = 2.4 Hz, 3H), 1.69 – 1.60 (m, 1H), 1.43 – 1.34 (m, 2H), 1.33 (s, 
3H), 1.30 – 1.17 (m, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ [ppm] = 175.3, 154.7, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0, 
125.2, 120.0, 79.1, 75.7, 65.2, 58.2, 46.7, 36.2, 28.7, 22.6, 22.3, 18.0, 3.1.HRMS: berechnet für C25H27NO4 
= 406.20128 [M+H]
+
; gefunden 406.20170 [M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, MeCN (0.1% 
TFA), 13 min) = 9.89 min. 
 
  




Synthese von (R)-2{[(9H-Fluoren-9-yl)methoxy]carbonylamino}-2-methylundec-9-insäure (95) 
 
 
Der alkylierte Ni(II)-Komplex 160 (2.8 g, 4.3 mmol) wurde gemäß AAV 6 zersetzt und zu dem Fmoc-
geschützten -methylierten Baustein 95 (Fmoc-95-OH) (1.7 g, 3.9 mmol, 91%) umgesetzt. 
 
1
H NMR (500 MHz, DMSO) δ [ppm] = 12.32 (s, 1H), 7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 
7.41 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.37 (s, 1H), 7.35 – 7.30 (m, 2H), 4.32 – 4.22 (m, 2H), 4.22 – 4.17 (m, 1H), 2.11 – 
2.03 (m, 2H), 1.75 (s, 1H), 1.71 (t, J = 2.4 Hz, 3H), 1.69 – 1.61 (m, 1H), 1.43 – 1.35 (m, 2H), 1.33 (s, 3H), 
1.25 (s, 2H), 1.23 (m, 4H). 
13
C NMR (126 MHz, DMSO) δ [ppm] = 175.4, 154.7, 143.8, 140.7, 127.6, 127.0, 
125.2, 120.0, 79.3, 75.6, 65.2, 58.3, 46.7, 36.6, 28.7, 28.4, 28.1, 23.1, 22.3, 18.0, 3.1. HRMS: berechnet für 
C27H31NO4 = 434.23258 [M+H]
+
; gefunden 434.23458 [M+H]
+
. HPLC: (Flussrate 1 mL/min, 10-90%, 










Die Peptidsequenzen wurden mittels Festphasensynthesen in Spritzenreaktoren (2, 5, 20 mL) mit PE-Fritten 
oder Rosenbaum-Reaktoren synthetisiert. Die Harz-Suspensionen wurden durch Schütteln der Spritzen bzw. 
Reaktoren auf einem automatischen Schüttler KS125basic (IKA Labortechnik) durchmischt. Die 
Reaktionskontrolle erfolgte mittels Testabspaltung gemäß AAV 22 durch U-HPLC Analyse. Für die 
Synthese anspruchsvoller Peptidsequenzen wurde der Reaktionsverlauf durch die Bestimmung der 
Harzbeladung nach AAV 9 überwacht. 
 
7.4.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften 
AAV 7: Beladung von TentaGel Rink-Amid-Harz bzw. ChemMatrix Rink-Amid-Harz 
TentaGel-Rink-Amid-Harz (0.24 mmol/g) bzw. ChemMatrix Rink-Amid-Harz (0.48 mmol/g) wurden in 
einen Spritzenreaktor eingewogen und für 10 min in DMF (1 mL/100 mg) gequollen. Anschließend wurde 
die erste Aminosäure nach AAV 12/13 auf den freien N-Terminus gekuppelt und die Harzbeladung anhand 
AAV 9 bestimmt. 
 
AAV 8: Beladung von MBHA Rink-Amid-Harz  
MBHA Rink-Amid-Harz (0.65 mmol/g) wurde in einen Spritzenreaktor eingewogen und für 10 min in DMF 
(1 mL/100 mg) gequollen. Anschließend wurde Fmoc nach AAV 11 entfernt und die erste Aminosäure 
entsprechend AAV 12/13 auf den freien N-Terminus gekuppelt und die Harzbeladung anhand AAV 9 
bestimmt. 
 
AAV 9: Bestimmung der Harzbeladung anhand Fmoc-Quantifizierung mittels UV-
Spektroskopie 
Eine definierte Menge des getrockneten Harzes (1-2 mg) wurde mit 1 mL Piperidin/DMF (1/4, v/v) versetzt 
und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Harz wurde abzentrifugiert und der Überstand in 
Piperidin/DMF (1/4, v/v) verdünnt (1:10). Anschließende wurde die Absorption des Fluorenyl-Adduktes 
(ε =7800 L M-1 cm-1) bei 301 nm bestimmt und die Harzbeladung mit Hilfe des Lambert-Beer’schen 
Gesetzes berechnet. 
  




AAV 10: Automatische, Mikrowellen gestützte Synthese von Wildtyp-Sequenzen  
Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte mit einer Lösung aus Piperidin/DMF (1/4, v/v) für 1  min 
bei 30 °C (Intensität = 40 W) und 5 min bei 70 °C (Intensität = 40 W). Zur Unterdrückung von Aspartamid-
Bildung wurde der Entschützungslösung gegebenenfalls HOBt (0.5 M) zugesetzt. Die 
Aminosäurekupplungen erfolgten in Form von Doppelkupplungen unter Verwendung von  Aminosäure 
(4 Äq., 0.2 M in DMF), HCTU (3.9 Äq., 0.2 M in DMF) und DIPEA (8 Äq., 0.2 M in NMP) für jeweils 
10 min bei 80 °C (Intensität = 20 W). Im Falle von His- oder Cys-Resten wurde die die Reaktionszeit auf 
15 min verlängert und die Temperatur auf 60 °C (Intensität = 20 W) reduziert. 
 
AAV 11: Fmoc-Entschützung an der Festphase 
Das in DMF gequollene (10 min) und gewaschene Harz wurde mit einer Lösung aus Piperidin in DMF (1/4, 
v/v) zweimal für 5 min unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurde das Harz mit DMF (3 × 1 min), DCM 
(3 × 1 min) und DMF (3 × 1 min) gewaschen. 
 
AAV 12: Aminosäurekupplung mit COMU/Oxyma 
Das nach AAV 11 Fmoc-entschützte und gewaschene Harz wurde mit einer Reaktionsmischung aus 
Aminosäure (4.0 Äq.), COMU (3.9 Äq.), Oxyma (3.9 Äq.) und DIPEA (8.0 Äq., bezogen auf die vom 
Hersteller angegebene theoretische Harzbeladung) in DMF (0.5 M)versetzt und für 60 min bei 
Raumtemperatur geschüttelt. Anschließend wurde das Harz mit DMF (5 × 1 min) gewaschen. Im Falle 
unvollständigen Umsatzes (UHPLC-Kontrolle) wurde die Kupplung wiederholt. 
 
AAV 13: Aminosäurekupplung mit HCTU  
Das nach AAV 11 Fmoc-entschützte und gewaschene Harz wurde mit einer Reaktionsmischung aus 
Aminosäure (4.0 Äq.), HCTU (3.9 Äq.) und DIEA (8.0 Äq., bezogen auf die vom Hersteller angegebene 
theoretische Harzbeladung) in DMF (0.5 M)versetzt und zweimal für 15 min bei Raumtemperatur 
geschüttelt. Anschließend wurde das Harz mit DMF (5 × 1 min) gewaschen. Im Falle unvollständigen 
Umsatzes (UHPLC-Kontrolle) wurde die Kupplung wiederholt. 
 
AAV 14: Olefin-Ringschlussmetathese an der Festphase 
Das getrocknete Harz wurde mit DCM (3 ×) und DCE (3 ×) gewaschen und in DCE gequollen (10 min). 
Anschließende wurde eine Lösung aus Grubbs-I-Katalysator in DCE (2 mg/mL, 1 mL/100 mg Harz) 
zugegeben und bei Raumtemperatur für 2 h inkubiert. Während der Reaktion wurde entstehendes Ethen 
durch stetes Durchleiten von Argon entfernt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt und das Harz 








AAV 15: Alkin-Ringschlussmetathese an der Fetphase 
Das getrocknete Harz wurde unter Argon in ein ausgeheiztes Schlenkrohr überführt und zur Trocknung 
abwechselnd mit trockenem Diethylether und trockenem Toluol gewaschen (jeweils 3 ×). Anschließend 
wurde das Harz in trockenem Toluol gequollen (10 min) und mit einer Lösung von Mo-Komplex 103 in 
trockenem Toluol (2 mg/mL, 1 mL/100 mg Harz) für 1.5 h bei 40 °C unter Rühren inkubiert. Während der 
Reaktion wurde das entstehende 2-Butin durch stetes Durchleiten von Argon ausgetrieben. Nach der Zugabe 
von frischem Mo-Komplex 103 in trockenem Toluol (2 mg/mL, 1 mL/100 mg Harz) wurde für weitere 1.5 h 
bei 40 °C gerührt und dieReaktionslösung durch Filtrieren entfernt. Das Harz wurde in einen Spritzenreaktor 
überführt und mit Toluol (3 × 1 min) und DCM (3 × 1 min) gewaschen.  
 
AAV 16: Eintopf Ringschluss Alkin- und Olefin-Ringschlussmetathese an der Fetphase 
Das getrocknete Harz wurde unter Argon in ein ausgeheiztes Schenkrohr überführt und zur Trocknung 
abwechselnd mit trockenem Diethylether und trockenem Toluol gewaschen (jeweils 3 ×). Anschließend 
wurde das Harz in trockenem Toluol gequollen (10 min) und mit einer Lösung von Mo-Komplex 103 und 
Grubbs-I-Katalysator in trockenem Toluol (2 mg/mL, 1 mL/100 mg Harz) für 1.5 h bei 40 °C unter Rühren 
inkubiert. Während der Reaktion wurde das entstehende 2-Butin und Ethen durch stetes Durchleiten von 
Argon ausgetrieben. Nach der Zugabe von frischem Mo-Komplex 103 und Grubbs-I-Katalysator in 
trockenem Toluol (2 mg/mL, 1 mL/100 mg Harz) wurde für weitere 1.5 h bei 40 °C gerührt und 
dieReaktionslösung durch Filtrieren entfernt. Das Harz wurde in einen Spritzenreaktor überführt und mit 
Toluol (3 × 1 min) und DCM (3 × 1 min) gewaschen. 
 
AAV 17: Dibromierung von Alkin-Makrozyklen an der Fetphase 
Das getrockenete Herz wurde in einem Spritzenreaktor mit trockenem MeCN gewaschen und in trockenem 
MeCN gequollen (10 min). Anschließend wurde das Harz mit einer Lösung aus CuBr2 in trockenem MeCN 
(2 mg/mL) für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der Vorgang wurde zweimal wiederholt und das Harz mit 
MeCN (3 × 1 min), DCM (3 × 1 min) und DMF (3 × 1 min) gewaschen. Im Falle unvollständigen Umsatzes 
(UHPLC-Kontrolle) wurde die Reaktion wiederholt. 
 
AAV 18: Abspaltung der Mtt-Schutzgruppe an der Festphase 
Das getrocknete Harz wurde in DCM gequollen (10 min), mit einer Lösung aus DCM/TFA/TIPS (97/1/2, 
v/v/v) gewaschen (2 ×  1 min) und für 15 min unter Schütteln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Prozedur 
wurde zweimal wiederholt. Anschließend wurde das Harz mit DCM (3 × 1 min) gewaschen. 
 
AAV 19: Funktionalisierung des N-Terminus mit Fluorescein an der Festphase 
Das nach AAV 11 Fmoc-entschützte und gewaschene Harz wurde nach AAV 13 mit dem PEG-Spacer 
Fmoc-O2OC-OH gekuppelt. Nach anschließender Fmoc-Entschützung gemäß AAV 11 wurde das 
gewaschene Harz mit einer Lösung aus FITC (5.0 Äq.) und  DIEA (10.0 Äq., bezogen auf die vom Hersteller 




angegebene theoretische Harzbeladung) in DMF (0.5 M) unter Lichtausschluss für 16 h bei Raumtemperatur 
geschüttelt. Abschließend wurde das Harz mit DMF (5 × 1 min) und DCM (5 × 1 min) gewaschen und bis 
zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrocknet. 
 
AAV 20: Acetylierung des N-Terminus an der Festphase 
Das nach AAV 11 Fmoc-entschützte und gewaschene Harz wurde mit einer Lösung (1 mL/100 mg) aus 
Ac2O/DIEA/DMF (1/1/8, v/v/v) zweimal für 10 min bei Raumtemperatur geschüttelt. Das Harz wurde mit 
DMF (5 × 1 min) und DCM (5 × 1 min) gewaschen und bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrocknet. 
 
AAV 21: Funktionalisierung des N-Terminus mit Biotin an der Festphase 
Das nach AAV 11 Fmoc-entschützte und gewaschene Harz wurde nach AAV 13 mit dem PEG-Spacer 
Fmoc-O2OC-OH gekuppelt. Nach anschließender Fmoc-Entschützung gemäß AAV 11 wurde das 
gewaschene Harz mit einer Lösung aus Biotin (5.0 Äq.), HCTU (5.0 Äq.) und  DIEA (10 Äq., bezogen auf 
die vom Hersteller angegebene theoretische Harzbeladung) in DMF (0.5 M) unter Lichtausschluss für 2 h bei 
Raumtemperatur geschüttelt. Abschließend wurde das Harz mit DMF (5 × 1 min) und DCM (5 × 1 min) 
gewaschen und bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrocknet. 
 
AAV 22: Testabspaltung eines Peptids vom Harz 
Zur Reaktionskontrolle des immobilisierten Peptids wurde ca. 1 mg des beladenen Harzes mit 100 µL einer 
Lösung aus TFA/TES/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v) versetzt und für 30 min bei Raumtemperatur geschüttelt. 
Anschließend wurde die Lösung im Argonstrom evaporiert und das Peptid mit kaltem Diethylether 
präzipitiert. Nach Zentrifugation (5 min, 16.7 rpm) wurde der Überstand entfernt und das Präzipität in einem 
Gemisch aus MeCN/H2O (1/1, v/v) gelöst und mittels U-HPLC untersucht. 
 
AAV 23: Abspaltung vom Harz 
Das getrocknete Harz wurde mit DCM gewaschen (3 × 1 min) und mit einer Abspaltlösung aus 
TFA/TES/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v) bzw. im Fall oxidationsempfindlicher Peptide mit TFA/TES/H2O/DODT 
(94/2.5/2.5/1, v/v/v/v) versetzt (150 µL/100 mg) und für 3 × 1h bei Raumtemperatur unter Schütteln 
inkubiert. Im Anschluss wurde das Harz mit Abspaltlösung gewaschen (2×) und die vereinigten Lösungen im 
Argonstrom eingeengt. Das Peptid wurde mit kaltem Diethylether präzipitiert, abzentrifugiert (10 min, 
16.7 rpm) und mit kaltem Diethylether resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 16.7 rpm) 
würde der Überstand verworfen, das Präzipität getrocknet und mittels präparativer HPLC aufgereinigt.  
 
AAV 24: Peptid Quantifizierung 
Die Konzentration der Fluorescein-funktionalisierten Peptide (ε =77 000 L M-1 cm-1) wurde mittels UV-
Absorption bei 496 nm in 20 mM Phosphatpuffer (pH 8.5) bestimmt und nach dem Lambert-Beer’schen 
Gesetzs berechnet. Die Konzentarion der acetylierten Peptide wurde gravimetrisch oder durch UV-




Absorption bei 280 nm bestimmt. Die Peptide wurden anschließend aliquotiert, lyophilisiert und in 
getrockneter Form bei –80 °C gelagert. 
 
7.4.2 Bestimmung des Sekundärstrukturanteils mittels CD-
Spektroskopie 
Der α-helikale Anteil der synthetisierten Peptide wurde mittels CD-Spektroskopie bestimmt. Um die 
Löslichkeit der Peptide zu gewährleisten, wurden sie in einer Lösung aus Wasser und 2,2,2-Trifluorethanol 
(7/3, v/v) mit einer Konzentration von 50µM gelöst. Die CD-Spektren wurden bei 20 °C in einer 
Quartzküvette mit einer Weglänge von 0.1 cm zwischen 190 nm und 260 nm (50 nm/min 
Aufnahmegeschwindigkeit, Datenpunkte alle 0.1 nm) aufgenommen. Der helikale Anteil 𝑓ℎ𝑒𝑙𝑖𝑥 wurde nach 
bereits etablierten Methoden
107,323
 anhand der beobachteten Elliptizität [𝜃]𝑜𝑏𝑠 bei 222 nm mit Hilfe der 









 [𝜃]∞ = −44000 + 250 𝑇  






10 ∙  𝑙 ∙  𝑐
  
 
[𝜃]𝑚𝑎𝑥 ist der maximale theoretische Wert der Elliptizität für eine Helix mit 𝑛 Aminosäuren und [𝜃]∞ der 
maximale theoretische Wert für eine unendliche Helix. Die empirische Konstante 𝑥 steht für die Anzahl an 
fehlenden Amiden und wurde auf 3 gesetzt (normalerweise zwischen 2.4 – 4).  𝑇 ist die Temperatur der 
Peptidlösung in °C. [𝜃]0 die mittlere Elliptizität der Peptide in ungeordneter Konformation und [𝜃]222 die 
gemessene Elliptizität bei 222 nm.  
 
7.4.3 Übersicht synthetisierter Peptide 
Alle Peptide wurden anhand der allgemeinen Arbeitsvorschriften (AAV 7 – AAV 24, Abschnitt 7.4.1) 
synthetisiert und aufgereinigt. Die analytischen Daten aller Peptide sind in den Tabelle 6 – 13 
zusammengefasst.  




Tabelle 6. Übersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.1.1. 
  




Tabelle 7. Übersicht der synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.1.3. 
  




Tabelle 8. Übersicht der synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.2.1. 
  




Tabelle 9. Übersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.2.2 & 5.2.4 
  




Tabelle 10. Übersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.2.5 
  




Tabelle 11. Übersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.3.2 & 5.3.3 & 5.4.1  
  




Tabelle 12. Übersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.3.4 & 5.4.2. 
  




Tabelle 13. Übersicht aller synthetisierten Peptide aus Abschnitt 5.5. 
  
 




7.5 Biochemische und biophysikalische Experimente 
7.5.1 Präparativer Nukleotidaustausch zu GppNHp  
Rab–GTPasen liegen nach Expression und Aufreinigung aufgrund ihrer intrinsischen Hydrolyseaktivität im 
GDP-gebunden Zustand vor. Um einen Nukleotidaustausch in vitro zu ermöglichen wurde zuerst das Mg
2+
 
entfernt um die Affinität gegenüber dem gebundenen Nukleotid zu reduzieren. Dazu wurde die jeweilige 
Rab–GTPase mit einem fünffachen Überschuss von EDTA für 1 h bei Zimmerpemperatur inkubiert. 
Anschließend wurde die Proteinlösung auf 4 °C abgekühlt und durch Filtration über eine Entsalzungssäule 
mit einem Elutionspuffer (20 mM HEPES pH 7.5, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP) entsalzt. Um Präzipitation zu 
vermeiden wurde eine Proteinkonzentration von <100 µM eingestellt. Nach der Zugabe von (NH4)2SO4 
(200 mM), ZnCl2 (500 µM), alkalische Phosphatase (5 U/mg GTPase) sowie einem vierfachen Überschuss 
GppNHp wurde die Proteinmischung für 16 h bei 4 °C am Rotator inkubiert. Abschließend wurde die Rab–
GTPase mittels Filtration über eine Entsalzungssäule umgepuffert (Puffer: 25 mM HEPES pH 7.5, 150 mM 
NaCl, 1 mM TCEP, 1mM MgCl2, 1 µM Nukleotid), durch Zentrifugation aufkonzentriert, in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei –80 °C gelagert. Der Erfolg des Nukleotidaustauschs wurde mit Hilfe von 
analytischer Umkehrphasen-HPLC überprüft. 
 
7.5.2 Herstellung nukleotidfreier GTPasen 
Zur Herstellunf nukleotidfreier GTPasen wurde die Rab–GTPase zur Entfernung des Mg2+ zunächst mit 
einem fünffachen Überschuss an EDTA für 1 h bei Zimmerpemperatur inkubiert. Anschließend wurde die 
Proteinlösung auf 4 °C abgekühlt und durch Filtration über eine Entsalzungssäule mit einem Elutionspuffer 
(20 mM HEPES pH 7.5, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP) entsalzt. Um Präzipitation zu vermeiden wurde eine 
Proteinkonzentration von <100 µM eingestellt und die Proteinmischung nach der Zugabe von (NH4)2SO4 
(200 mM), ZnCl2 (500 µM) und alkalischer Phosphatase (5 U/mg GTPase) für 16 h bei 4 °C am Rotator 
inkubiert. Das Protein wurde durch Zentrifugation aufkonzentriert und direkt eingesetzt. Der Erfolg des 
Nukleotidaustauschs wurde mit Hilfe von analytischer Umkehrphasen-HPLC überprüft. 
 
7.5.3 Analytische Umkehrphasen-HPLC von GTPasen 
Der Erfolg des Nuleotidaustauschs lässt sich mit Hilfe von analytischer Umkehrphasen-HPLC verfolgen. 
Mittels isokratischer Elution (Puffer: 50 mM Kaliumphosphat pH 8.0, 10 mM Tetrabutylammoniumbromid, 
8 % (v/v) Acetonitril, Flussrate 0.5 mL/min über 12 min) auf einer C18-Säule wurden die Guaninnukleotide 
GDP, GTP, GppNHp aufgetrennt. Die GTPase wird auf der Vorsläule denaturiert und gibt das Nukleotid 
frei. Die Detektion der Nukleotide erfolgte bei einer Wellenlänge von 256 nm.  




7.5.4 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur Trennung und Analyse von Proteingemischen wurde denaturierende Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli eingesetzt.
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 Die Proteine wurden zunächst in 
einem Sammelgel konzentriert und in einem 10 – 15%-igen Trenngel nach Molekulargewicht und Ladung 
aufgetrennt. Sammel- und Trenngel wurden anhand der in Tabelle 14 aufgeführten Mischungsverhältnisse in 
einer BioRad Mini-Protean-II System Kassette gegossen. 
Zur Vorbereitung wurden die Proben mit SDS-PAGE Probenpuffer(5×) versetzt und für fünf Minuten auf 
95 °C erhitzt. Die Trennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 120 V. Die aufgetrennten Proteine 
wurden durch kurzes Aufkochen in Coomassie-Lösung eingefärbt und ihre Größe anhand eines 
Molekulargewichtsstandards (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas) eingeordnet. Zur 
Analyse mittels Western-Blot wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert und nicht mit 
Comassie-Lösung behandelt. 
 
Tabelle 14. Mischverhältnisse eines 15%-igen Polyacrylamidgels. Gele mit abweichendem Polyacrylamidgehalt 
wurden mit entsprechenden Mengen Acrylamid/Bisacrylamid hergestellt. 
 Sammelgel Trenngel 
Sammelgelpuffer 0.35 mL - 
Trenngelpuffer - 1.1 mL 
10% SDS (w/v) 27 µL 45 µL 
30% Acrylamid/ Bisacrylamid (37.5/1) (w/v) 0.45 mL 2.2 mL 
10% APS  (w/v) 27 µL 45 µL 
TMEDA 3 µL 2 µL 
Wasser 1 mL 1 mL 
 
7.5.5 Proteinexpression und -reinigung 
7.5.5.1 Rab–Proteine 
Rab9a1-203 und Rab11a1-218 wurden von der Dortmund Protein Facility  (hattp://www.mpi-
dortmund.mpg.de/misc/dpf) in pOPINF Vektoren (N-terminal His6-tag gefolgt von einer Schnittstelle für 
PreScission Protease) mittels der infusion cloning method
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 kloniert und in Escherichia coli BL21 (DE3) 
exprimiert. Die Induktion erfolgte mit 0.3 mM Isopropyl-β-dithiogalactopyranosid (IPTG) bei 25 °C für 
24 h. Die Reinigung von Rab9a und Rab11a erfolgte über Ni-NTA-Affinitätschromatographie und 
Größenausschlusschromatographie in 20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MagCl2, 1 mM TCEP, 
1 µM GDP. Der His6-Tag wurde mit PreScission Protease abgespalten. 
Die Expresseion von Rab1b3-174, Rab5a2-216, Rab6a2-211, Rab7a2-207, Rab8afl, Rab8a6-176, OCRL1539-901 und 
Rabin8 wurde von Frau Nathalie Bleimling gemäß etablierter Protokolle in Escherichia coli BL21 (DE3) 









Die Expression von 14-3-3 wurde von M. Sc. David Bier durchgeführt und erfolgte in Escherichia coli 
Rosetta (DE3) anhand etablierter Protokolle.
74
 Die Induktion erfolgte mit 0.5 mM IPTG bei 20 °C für 14 h 
und das Zielprotein wurde mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie aufgereinigt. Der His6-Tag wurde mit 
Tobacco Etch Virus (TEV) Protease abgespalten und durch Größenausschlusschromatographie in 25 mM 
HEPES pH 7.0, 100 mM NaCl, 10 mM MagCl2, 1 mM -Mercaptoethanol abgetrennt. 
 
7.5.5.3 UNC119 
Die Expression von UNC119a wurde von Frau Christine Novak in Escherichia coli BL21 (DE3) 
durchgeführt. Die Induktion erfolgte mit 0.1 mM IPTG bei 18 °C für 16 h. Das Zielprotein wurde mittels 
Glutathion-S-Transferasen Affinitätschromatographie aufgereinigt und der Tag auf einer GSH-Säule bei 4 °C 





7.5.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
Die Konzentrationsbestimmung  von Protein-Lösungen erfolgte durch UV-Absorption bei 280 nm oder 
mittels der Methode nach Bradford. 
 
7.5.6.1 Proteinbestimmung durch UV-Absorption 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch UV-Detektion bei 280 nm und anschließender 
Berechnung gemäß des Lambert-Beer’schen Gesetzes.  
 
7.5.6.2  Bradford 
Die Proteinkonzentration einer Lösung wurde photometrisch mit Hilfe von Bradford-Reagenz (Bio-Rad) 
bestimmt. Ein Gemisch aus 1 µL Protein-Lösung wurde mit 999 µL Bradford-Lösung für 5 min inkubiert 
und die Absorption des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 bei 595 nm gemessen. Die Konzentration 
wurde anschließend anhand einer für BSA erstellten Eichgerade berechnet. 
 




7.5.7 Unspezifische Funktionalisierung von Proteinen mit NHS-
Fluorescein 
Die Proteine wurden bei einer Konzentration von 2 – 4 mg/mL in einem Puffer aus 20 mM HEPES pH 7.5, 
150 mM NaCl, 1 mM TCEP und 1 mM MgCl2 für 16 h bei 4 °C mit NHS-Fluorescein (15 Äq, 21 mM in 
DMSO) inkubiert. Das überschüssige NHS-Fluorescein wurde anschließend durch Filtration über eine NAP-
5 Säule (Sephadex G-25, DNA Grade, GE Healthcare) abgetrennt. 
 
7.5.8 Herstellung von Zelllysaten 
HCT116-Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90 - 100% mit TBS gewaschen und nach dem Abkühlen 
auf 4 °C mit einem Schaber vom Boden der Zellkulturflaschen abgelöst. Anschließend wurde die Zellen in 
wenig Lysepuffer (20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF und 0.5% NP40) suspendiert und durch 
Behandlung mit Ultraschall (3× 15 s bei 40%) aufgeschlossen. Unlösliche Bestandteile wurden durch 
Zentrifugation (20 min, 16,900 × g) abgetrennt und der Überstand als Zelllysat in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei –80 °C gelagert. 
 
7.5.9 Präzipitationsexperiment (Pull-Down)  
Eine Lösung aus biotinylierten Peptiden (100 µL, 10 µM) wurde mit Streptavidin beschichteten, 
magnetischen Kunststoffkügelchen (Dynabeads M280, Invitrogen) für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach dreimaligem Waschen mit TBS + 0.01% Tween-20 wurden die Kügelchen mit Lysat von HCT116 
Zellen (100 µL, 5.4 g/L) angereichert und mit Rab8a (0.9 Gew.-%, 1µM) für 1 h bei Raumtemperatur 
inkubiert. Das überschüssige Zellysat wurde entfernt und die Kügelchen dreimal mit TBS + 0.01% Tween-
20 gewaschen. Die präzipitierten Proteine wurden durch Erhitzen in SDS-Gel-Beladungspuffer (95°C, 
10 min) eluiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per Western-Blot detektiert.  
 
7.5.10 Elektrotransfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran 
(Western-Blot) 
Für den Elektrotransfer von Polyacrylamid-Gelen wurde eine Halbtrockenzelle verwendet, bei der das Gel 
und die PVDF-Membran zwischen zwei mit Transferpuffer getränkten Filterpapieren und zwei 
Plattenelektroden eingeklemmt wurden. Der Elektrotransfer erfolgte bei einer konstanten Spannung von 
25 V für 60 min. 
 




7.5.11 Detektion mittels Fluoreszenz-markierten Antikörpern 
Die freien Bindungsstellen der PVDF-Membran wurden in einem ersten Schritt durch Inkubation in 
Blockierpuffer (5% Milchpulver in TBST) für 1h bei Raumtemperatur abgesättigt. Anschließend wurde die 
Membran für 12 h bei 4 °C mit einer Lösung aus Rab8a spezifischen Primärantikörper in Blockierpuffer (1: 
1000) inkubiert. Nach 3 × 10 min Waschen mit TBS + 0.01% Tween-20 wurde die Membran für 1 h bei 
Raumtemperatur mit einem Fluoreszenz-markierten Sekundärantikörper (HRP-rabbit, 1:10 000 in TBST mit 
5% Milchpulver) behandelt und nach erneutem Waschen das Fluoreszenzsignal an einem Odyssey Fc Imager 
(LI-COR Biosciences) detektiert.  
7.5.12 Fluoreszenzpolarisations Assay zur Bestimmung der 
Dissoziationskonstanten 
Fluoreszenzpolarisations (FP) Messungen erfolgten in 384-Loch-Platten (small volume, black, flat-bottom, 
non-binding, Greiner) an einem Safarie
2
 Plattenleser (Tecan). Dafür wurden die Proteine seriell in 
Messpuffer für nukleotid gebundene bzw. nukleotid-freie GTPasen verdünnt und mit 66 nM des Fluorescein-
markierten Peptids für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Messung der 
Fluoreszenzpolarisation bei einer Anregungswellenlänge von λex = 470 nm und einer Emissionswellenlänge 
von λem = 525 nm. 
Die initiale Affinitätsbestimmungen erfolgten als Einzelmessungen und die Dissoziationskonstanten (Kd) 
wurden mittels nicht-linearer Regression in der Software Prism 5.0 (Graphpad) berechnet.
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 Die finalen 
Bestimmungen der Dissoziationskonstanten der wichtigsten Peptide erfolgten in Dreifachmessungen. Die 
gemessene Fluoreszenzanisotropie wurde entsprechend der Änderung der Fluoreszenzintensität nach 
Bindung korrigiert und der gebundene Anteil nach  (Gleichung 1) bestimmt. Mit Hilfe des 
Massenwirkungsgesetzes wurde anschließend unter Annahme einer einzigen Bindungsstelle die 
Dissoziationskonstante KD durch nicht-lineare Regression in Prism 5.0 (Graphpad) berechnet  
 (Gleichung 2).
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 In Fällen bei denen aufgrund zu geringer Stabilität der nukleotid-freien Rab–
GTPasen kein Plateau erreicht werden konnte wurde das Plateau anhand vergleichbarer Daten abgeschätzt 




  (Gleichung 1) 
A: beobachtete Anisotropie; Afrei: Anisotropie des freien Fluorophors; Agebunden Anisotropie des gebundenen 






   (Gleichung 2) 
Kd: Dissoziationskonstante; LT: Konzentration des markierten Peptids; cProtein: Proteinkonzentration 
 





Die nicht-markierten Peptide wurden seriell in Messpuffer in 384-Loch-Platten (small volume, black, flat-
bottom, non-binding, Greiner) verdünnt und mit einem Gemisch aus Fluorescein-markiertem Peptid und 
Protein für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fluoreszenzpolarisation wurde an einem Safarie
2
 
Plattenleser (Tecan) gemessen und die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) mittels nicht-linearer 




7.5.14 Microscale Thermophorese Messsungen 
Die Proteine wurden seriell in 384-Loch-Platten (small volume, black, flat-bottom, non-binding, Greiner) 
verdünnt und für 2 h bei Raumtemperatur mit 60 nM Fluorescein-markiertem Peptid inkubiert. Anschließend 
wurde die Protein-Lösung in Kapillaren aufgezogen und die MST Messungen mit einem Monolith NT.115 
(NanoTemper Technologies) durchgeführt. Die Berechnung der KD-Werte erfolgte mit der Software 
Monolith Affinity Analysis (NanoTemper Technologies). 
 
7.5.15 Co-Kristallisation 
Die Co-Kristallisation von Peptid 124 und 14-3-3 wurde von M. Sc. David Bier durchgeführt. Dazu wurden 
Peptid und Protein in einem molaren Verhältnis von 1:1.5 mit einer finalen Konzentration von 22 mg/mL in 
25 mM HEPES/NaOH pH 7.2, 2 mM MgCl2, 1.0 mM ß-Mercaptoethanol für 16 h bei 0 °C vorinkubiert. Die 
Kristallisation erfolgte innerhalb von drei Wochen nach der hanging drop Methode in EasyXtal (Qiagen) 
Platten und in einer Lösung aus 1.26 M Trinatriumcitrat, 0.09 M HEPES pH  7.5, 10% Glycerol und 
Lösungen mit unterschiedlichen Konzentrationen Glycerol (6 to 12 %). Die Streuungsdaten wurden am Paul 
Scherrer Institut (PSI) in Villingen, Schweiz, bei einer Streuung von 2.4 Å mit einer PXII - X10SA Beamline 
für Protein Kirstallisation aufgenommen. Die kristallographische Analyse wurde von M. Sc. Kerstin 
Wallraven mit der Software XDS15 durchgeführt. Der molekulare Ersatz erfolgte mit der Software CCP4 
und das Model wurde mit der Software COOT erstellt.  
 
7.5.16 Isotherme Titrationskalorimetrie Messungen 
Eine Lösung aus UNC119a in 150 µL Dialysepuffer wurde in eine Dialysekassette (Slide-A-Lyzer, 
Thermofischer, 10 000 MWCO) überführt und für 16 h bei 4 °C langsam in 2 L Dialysepuffer gerührt. 
Anschließend wurde das Protein in einem MicroCal iTC200 (Malvern) vorgelegt und gegen Peptid 142 
titriert. Als Kontrolle wurde ebenfalls Puffer gegen Puffer, Puffer gegen Peptid und Protein gegen Puffer 
titriert. Die Analyse der Daten erfolgte mit der Software Origin 7.0. 





HeLa-Zellen wurden einschichtig in 10 cm Gewebekulturschalen in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 
Medium) mit 10 % fötalem Kälberserum und nicht-essentiellen Aminosäuren kultiviert. Die Zellen wurden 
bei 37 °C in feuchter Atmosphäre bei 5% CO2 gelagert. Zur Herstellung von Subkulturen wurden die Zellen 
mit Trypsin-EDTA abgelöst. Eine Subkultur wurde alle 3-4 Tage erstellt. 
 
7.5.18 Durchflusszytometrie Messungen 
Hela-Zellen wurden nach 24 h in 24-Loch-Platten mit einer 5 µM Peptidlösung in Medium bei einer finalen 
DMSO Konzentration von 0.5% für 90 min inkubiert. Anschließendwurden die Zellen gewaschen, geerntet 
und in PBS resuspendiert. Die zelluläre Aufnahmer der Peptide wurde bei einer Wellenlänge von 530 nm mit 
einem Durchflusszytometer (BD Biosciences, LSRII) bestimmt.  
 
7.5.19 Immunofluoreszenz Bilder 
HeLa-Zellen wurden in DMEM inkubiert und für 18 h mit fluoreszenz-markiertem Peptid inkubiert. Nach 
dem Waschen wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd in PBS fixiert und mit 0.1% Trition X-100 
permeabilisiert. Anschließend wurde Rab8 mit einem primären anti-Rab8 Antikörper (Cell Signaling, Rab8 
(D22D8) XP, #6975) und einem donkeye anti-rabbit Alexa594-Konjugat (Thermo Fisher, A-21207) markiert 
sowie die DNA mit Hoechst33342 (1µg/ml). Die Proben wurden mit einer Leica TCS SP5 und einem HCX 
PL APO Objektiv aufgenommen.  
7.5.20 Proteasestabilität 
Aus 10 mM DMSO Vorratslösungen wurden Peptidlösungen mit 55.5 µM Peptid in Assay Puffer (10 mM 
Tris pH 8.0, 150 mM NaCl) erstellt sowie eine Vorratslösung Proteinase K (100 µg/mL) in Assay Puffer. Die 
Proteolysereaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 500 µL bei einer finalen Konzentration von 50 µM 
Peptid und 10 µg/mL Proteinase K bei Raumtemperatur in Dreifachmessungen durchgeführt. Bei jedem 
Messpunkt wurden 50 µL Reaktionslösung mit 100 µL einer MeCN/Wasser (1:1) + 1% TFA Lösung versetzt 
und mittels analytischer HPLC untersucht. Die Menge intakten Peptids wurde mittels Absorption bei 210 nm 
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3D 3 dimensional 
AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift 
Ac Acetat 
Aib -Aminoisobutyric acid 
Akt RAC-alpha serine/threonine-protein kinase 
Alsin Amyotrophic lateral sclerosis protein 
APS Ammoniumpersulfat 
APT Acyl-protein thioesterase 
Äq. Äquivalent 
Arf ADP-ribosylation factor 
Arl Arf-like protein 
ARNO ARF nucleotide-binding site opener 
Arp Arf-related protein 
BPB [N-(N‘- Benzylprolyl)amino]benzophenonhydrochlorid  





CSL CBF1, Suppressor of Hairless, Lag-1 
DENN Differential expressed in normal and neoplastic cells 
DHP 3,4-Dihydro-2H-pyran 
DIPEA Diisopropylethylamin 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 







FTI Farnesyltransferase Inhibitor 
Fyn FYN Proto-Oncogene 













HBS Wasserstoffbrückenersatz (hydrogen bond surrogate) 
HCTU 2-(6-Chloro-1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium hexafluorophosphate 
HEI-TOE Hybrid squash inhibitor 
HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonsäure 
HIF-1 Hypoxia inducible factor 1 
HOBt 1-Hydroxybenzotriazol 
HPLC High-performance liquid chromatography 
HRG4 Human retina gene 4 
HRMS High-resolution mass spectrometry 
HTS High-throughput screening 
HVR Hypervariable Region 
IC50 Mittlere inhibitorische Konzentration 
ICN Intracellular notch domain  
IPTG Isopropyl-β-thiogalactopyranosid 
ITC Isothermale Titrationskalorimetrie 
KD Dissoziationsgleichgewichtskonstante 
Lck lymphocyte-specific protein tyrosine kinase 
Lyn Lck/Yes-Related Novel Protein Tyrosine Kinase 
MAML Mastermind-like 
MAP Mitogen-aktivierendes Protein 
MDM2 Mouse double minute 2 homolog 














NMR Nuclear magnetic resonance 
NMT N-Myristoyl transferase 
NPHP3 Nephronophthisis-3 
O2Oc 8-Amino-3,6-dioxooctansäure 
ORCL Oculocerebrorenal syndrome protein 
Oxyma Ethyl cyano(hydroxyimino)acetate 
PBS Phosphate buffered saline 
PEG Polyethylenglycol 
PI3K Phosphoinositide 3-kinase 






R6IP1 Rab6-interacting protein 1 
Rab Ras-like proteins in brain 
Rab-GGT Rab-geranylgeranyltransferase 
Raf Rabid fibrosarcoma 
Ral  Ras-related protein Ral 
Ran  Ras-like nuclear protein 
Rap Ras-related protein 
Ras Rat sarcoma 
RCAM Ring closing alkyne metathesis 
RCM Ring closing olefin metathesis 
REP Rab-escort protein 
Rheb Ras homolog enriched in brain 
Rho Ras homolog 
RILP Rab interacting lysosomal protein 
RNA Ribonucleic acid 
RT Raumtemperatur 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SH-Domäne Src homology domäne 





SOS Son of sevenless 
SPPS Solid phase peptide synthesis 
TBABr Tetrabutylammoniumbromid 
TBMB Tris-bromomethylbenzene 
TBS Tris buffered saline 
TECEP Tris(2-carboxyethyl)phosphin 
TEV-Protease Tabacco Etch Virus Nla-Protease 
TFA Trifluoressigsäure 
TIPS Triisopropylsilan 
TMEDA N, N, N‘, N‘-Tetramethylethylendiamin 
TMS Trimethylsilan 
TRAPP Transport protein particle 
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
UNC119 Uncoordinated 119 
Vsp9 Voltage sensitive phosphatases 
wt Wildtyp 




Aminosäuren wurden anhand der Empfehlungen der International Union of Pure and Applied Chemistry 










Tabelle 15. Dissoziationskonstanten der Wildtyp-Peptide mit GDP gebundenen RabGTPasen. (N = 1). KD-Werte sind 

















25 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
26 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
27 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
28 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
29 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
30 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
31 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
32 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
33 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
 
Tabelle 16. Dissoziationskonstanten der Wildtyp-Peptide mit GppNHp gebundenen RabGTPasen. (N = 1). KD-Werte 

















25 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
26 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
27 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
28 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
29 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
30 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
31 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
32 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
33 >300 >300 >300 >300 >300 >300 >300 
 


















25 40 10 20 120 5 30 40 
26 >300 >300 110 >300 160 >300 >300 
27 38 40 60 >300 30 20 >300 
28 >300 >300 110 >300 >300 >300 >300 
29 >300 150 >300 >300 >300 >300 >300 
30 >300 >300 120 >300 >300 >300 >300 
31 >300 >300 120 >300 170 >300 >300 
32 >300 40 60 >300 20 210 >300 







Tabelle 18. Dissoziationskonstanten der α-methylierten, kohlenwasserstoffverbrückten Peptide mit RabGTPasen in 







Abbildung 55. FP-Bindungskurve von Fluorescein-markiertem ORCL539-901 mit Rab8a(GppNHp). Dreifachmessung, 
Fehler entspricht 1. 
 
 
Tabelle 19. KD-Werte und relative KD-Werte der Peptide des Alanin- und Arginin-Scans. Einfachmessungen. [a] cmax 
[Rab8a6-176(GppNHp)] = 300 µM, KD[42] = 12.7 µM 
 
Peptid Sequenz KD rel. KD 
[a] 
V916A D D E S5 E Q F S5 Y H L L S F N A A 17.2 1.4 
N914A D D E S5 E Q F S5 Y H L L S F A A V 23.8 1.9 
F913A D D E S5 E Q F S5 Y H L L S A N A V 30.6 2.4 
S912A D D E S5 E Q F S5 Y H L L A F N A V 20.9 1.6 
L911A D D E S5 E Q F S5 Y H L A S F N A V 204 16 
L910A D D E S5 E Q F S5 Y H A L S F N A V 183 14 
H909A D D E S5 E Q F S5 Y A L L S F N A V 83 6.5 
Y908A D D E S5 E Q F S5 A H L L S F N A V 44.1 3.5 
F906A D D E S5 E Q A S5 Y H L L S F N A V 129 10 
Q905A D D E S5 E A F S5 Y H L L S F N A V 11.1 0.9 
E904A D D E S5 A Q F S5 Y H L L S F N A V 24.3 1.9 
E902A D D A S5 E Q F S5 Y H L L S F N A V 27.8 2.2 
D901A D A E S5 E Q F S5 Y H L L S F N A V 24.6 1.9 
D900A A D E S5 E Q F S5 Y H L L S F N A V 18.4 1.4 
V916R D D E S5 E Q F S5 Y H L L S F N A R 17.5 1.4 
A915R D D E S5 E Q F S5 Y H L L S F N R V 17.7 1.5 
N914R D D E S5 E Q F S5 Y H L L S F R A V 84 6.9 
F913R D D E S5 E Q F S5 Y H L L S R N A V 54 4.4 
S912R D D E S5 E Q F S5 Y H L L R F N A V 31 2.5 
L911R D D E S5 E Q F S5 Y H L R S F N A V 720 >50 
L910R D D E S5 E Q F S5 Y H R L S F N A V 220 18 
H909R D D E S5 E Q F S5 Y R L L S F N A V 160 13 
Y908R D D E S5 E Q F S5 R H L L S F N A V 120 9.8 
F906R D D E S5 E Q R S5 Y H L L S F N A V 165 13 
Q905R D D E S5 E R F S5 Y H L L S F N A V 10.6 0.9 
E904R D D E S5 R Q F S5 Y H L L S F N A V 67 5.5 
E902R D D R S5 E Q F S5 Y H L L S F N A V 30 2.5 
D901R D R E S5 E Q F S5 Y H L L S F N A V 46.7 3.8 







Tabelle 20. KD-Werte der Peptid 42 Derivate. Einfachmessungen. [a] cmax [Rab8a6-176(GppNHp)] = 300 µM, KD 
(StRIP3) = 17.5 µM; [b] cmax [Rab8a6-176(GppNHp)] = 300 µM, KD (StRIP3) = 11.9 µM; [c] cmax [Rab8a6-176(GppNHp)] 
= 500 µM, KD (StRIP3) = 17.5 µM; [d] cmax [Rab8a6-176(GppNHp)] = 700 µM, KD (StRIP3) = 147 µM; [e] cmax [Rab8a6-




53 D D E S5 E Q F S5 Y H L L  S F N A V 24.3
[a]
 
55 D D E S5 E Q F S5 Y H L L  Aib F N A V 8.9
[b]
 
56 D D E S5 E Q F S5 Y H L Aib  S F N A V 32.5
[b]
 
57 D D E S5 E Q F S5 Y H L Aib  S F N Aib V 64
[b]
 
63 D D E S5 E Q F S5 Y H L L S F N Aib V 12.4
[b]
 
64 D D E S5 E Q F S5 Y H L L S F N L V 16.1
[b]
 
65 D D E S5 E Q F S5 Y H L L S F N F V 15.2
[b]
 
66 D D E S5 E Q F S5 Y H L F S F N Aib V 9.2
[b]
 
67 D D E S5 E Q F S5 Y H L F S F N F V 16.7
[b]
 
68 D D E S5 E Q F S5 Y H L F S F N L V 10.9
[b]
 
69 D D E R8 E Q F L Y H S5 L S F N A V 8.5
[b]
 
70 D D E S5 E Q F B5 Y H L L  S F S8 A V 7.9
[b]
 
71 D D E S5 E Q F S5 Y H L S5 S F N S5 V 7.5
[b]
 
72 D D E S5 E W F S5 Y H L S5 S F N S5 V 19.5
[c]
 
Q905F D D E S5 E F F S5 Y H L L  S F N A V 5.9
[a]
 
Q905L D D E S5 E L F S5 Y H L L  S F N A V 7.0
[a]
 
Q905W D D E S5 E W F S5 Y H L L  S F N A V 4.5
[a]
 
L911F S912F D D E S5 E Q F S5 Y H L F  F F N A V 20.6
[d]
 
L911F S912W D D E S5 E Q F S5 Y H L F  W F N A V 35.3
[d]
 
L911F S912Y D D E S5 E Q F S5 Y H L F  Y F N A V 41.2
[d]
 
73 D D E S5 E W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 11.7
[c]
 
74 D D Q S5 E W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 31.0
[e]
 
75 D N E S5 E W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 30.5
[e]
 
76 N D E S5 E W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 31.8
[e]
 
77 D N Q S5 E W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 38.5
[e]
 
78 N D Q S5 E W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 40.7
[e]
 
79 N N E S5 E W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 41.0
[e]
 
80 N N Q S5 E W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 51.3
[e]
 
81 D D E S5 Q W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 23.8
[f]
 
82 D D Q S5 Q W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 50.8
[f]
 
83 D N E S5 Q W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 32.0
[f]
 
84 N D E S5 Q W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 46.2
[f]
 
85 D N Q S5 Q W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 53.9
[f]
 
86 N D Q S5 Q W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 51.9
[f]
 
87 N N E S5 Q W F S5 Y H L S5 F F N S5 V 52.0
[f]
 










Abbildung 56. (a) Sequenz des i,i+3 makrozyklisierten Testpeptids 99 mit N-terminales Cys und Met. (b) HPLC 
Spektren der offenkettigen (oben) und geschlossenen (unten) Form von 99. (c) Massenspektren des offenkettigen (oben) 
und geschlossenen (unten) Alkin-Makrozyklus. 
 
 
Abbildung 57. (a) Sequenz des i,i+4 makrozyklisierten Testpeptids 100 mit N-terminales Cys und Met. (b) HPLC 
Spektren der offenkettigen (oben) und geschlossenen (unten) Form von 100. (c) Massenspektren des offenkettigen 







Abbildung 58. (a) Sequenz des i,i+7 makrozyklisierten Testpeptids 101 mit N-terminales Cys und Met. (b) HPLC 
Spektren der offenkettigen (oben) und geschlossenen (unten) Form von 101. (c) Massenspektren des offenkettigen 
(oben) und geschlossenen (unten) Alkin-Makrozyklus. 
 
 
Abbildung 59. (a) Sequenz des i,i+4 makrozyklisierten Testpeptids 102 mit N-terminales Cys und Met sowie 8 
Kohlenstoffatomen in der Verbrückung. (b) HPLC Spektren der offenkettigen (oben) und geschlossenen (unten) Form 







Abbildung 60. (a) Sequenz des i,i+4 makrozyklisierten Testpeptids 106 ohne N-terminales Cys und Met. (b) HPLC 
Spektren der offenkettigen (oben), geschlossenen (mitte) und dibromierten (unten) Form von 106. (c) Massenspektren 







Abbildung 61. (a) Sequenz des i,i+3 makrozyklisierten Testpeptids 161 ohne N-terminales Cys und Met. (b) HPLC 
Spektren der offenkettigen (oben), geschlossenen (mitte) und dibromierten (unten) Form von 161. (c) Massenspektren 







Abbildung 62. (a) Sequenz des i,i+7 makrozyklisierten Testpeptids 163 ohne N-terminales Cys und Met. (b) HPLC 
Spektren der offenkettigen (oben), geschlossenen (mitte) und dibromierten (unten) Form von 163. (c) Massenspektren 
des offenkettigen (oben) und geschlossenen (mitte) Alkin-Makrozyklus und des dibromierten Olefins 164 (unten). 
 
 
Tabelle 21. KD-Werte der Alkin-makrozyklisierten Peptid 42 Derivate. Einfachmessungen.  




108 D D E 91 E Q F 91 Y H L L  S F N A V 27.2 
109 D D E 90 E Q F 91 Y H L L  S F N A V 29.2 
110 D D E 91 E Q F 90 Y H L L  S F N A V 26.2 
111
[b]
 D D E 91 E Q F 91 Y H L L  S F N A V V 11.8 
112
[b]
 D D E 90 E Q F 91 Y H L L  S F N A V 13.6 
113
[b]
 D D E 91 E Q F 90 Y H L L  S F N A V 15.4 
133 D D E S5 E Q F S5 Y H L 91  S F N 91 V 12.6 
134 D D E S5 E Q F S5 Y H L 90  S F N 91 V 8.1 
135 D D E S5 E Q F S5 Y H L 91  S F N 90 V 12.9 
136 D D E 91 E Q F 91 Y H L S5  S F N S5 V 13.1 
137 D D E 90 E Q F 91 Y H L S5  S F N S5 V 12.3 









Abbildung 63. MST-Bindingskurven des Alkin-makrozyklisierten Peptids 124. 
 
 
Abbildung 64. MST-Auswertung für das Alkin-makrozyklisierte Peptid 124. 
 
Tabelle 22. Ergebnisse der MST-Messung für Peptid 124. KD = 0.44 ± 0.09 µM. N = 2. 
 
Peptid 124 KD 
Run1 0.53 ± 0.10 µM 







Tabelle 23. Datensatz und Refinement Statistik des 2.4 Å Komplex von 14-3-3 und Peptid 124 (PDB: 5J31). Angaben 
in Klammern beziehen sich auf die höchste Auflösung. 
 
 Peptid 124/14-3-3
Data collection  
Space group P 212121 (19) 
Cell dimensions  
a, b, c (Å) 83.40, 104.09, 113.80 
, ,  () 90.00, 90.00, 90.00 
Resolution (Å) 47.63-2.4(2.50-2.40) 
Rsym or Rmeas 5.2(64.4) 
I /  19.37(3.06) 




Resolution (Å) 47.94-2.4(2.60-2.40) 
No. reflections 38425 
Rwork / Rfree 0.163/0.219(0.183/0.230) 
No. atoms  
    Protein 3675 
    Ligand/ion 154 
    Water 358 
B-factors  
    Protein A:65.44; B: 65.51 
    Ligand/ion C:67.72; E: 68.46 
    Water 70.08 
R.m.s. deviations  
    Bond lengths (Å) 0.0206/0.0199 
    Bond angles () 2.8437/3.3327 
 
 







Abbildung 66. Fluoreszenz-Auswertung des bizyklischen Peptids 134. 
 
Tabelle 24. Ergebnisse der MST-Messung für Peptid 134. KD = 11 ± 2 µM. N = 2. 
 
Peptid 134 KD 
Run1 9 ± 8 µM 








Abbildung 67. ITC-Experiment von 142. Repräsentative ITC Spektrum von 142 (150 µM) titiriert zu UNC119a 
(17.4 µM). Zur Auswertung wurden Referenzspektren von 142 titriert zu Messpuffer und Messpuffer titriert zu 







Abbildung 68. ITC-Experiment von 142. Repräsentative ITC Spektrum von 142 (150 µM) titiriert zu UNC119a 
(17.4 µM). Zur Auswertung wurden Referenzspektren von 142 titriert zu Messpuffer und Messpuffer titriert zu 







Abbildung 69. Vollständige Übersicht der Durchflusszytometrieergebnisse. (a) L-Zellen und (b) HeLa-Zellen wurden 
72 h mit nicht-markierten Peptid inkubiert und ihr DNA-Gehalt anschließend mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. 
NC = Nocodazol. Die angegebenen Werte sind das Ergebnis von Dreifachbestimmungen. Fehler entspricht 1 . 
Signifikanz p gegenüber DMSO: ns p >0.05, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001. N = DNA-Gehalt. 
 






DMSO 1% 14.7 ± 0.4 13.3 ± 2.9 
142 
1 µM 23.0 ± 3.5 18.6 ± 6.0 
5 µM 27.5 ± 0.6 27.2 ± 4.3 
10 µM 33.0 ± 4.6 24.0 ± 2.5 
25 µM 38.3 ± 6.7 31.0 ± 3.8 
50 µM 42.4 ± 8.5 35.8 ± 5.1 
139 50 µM 28.0 ± 0.9 24.4 ± 2.3 
148 50 µM 15.5 ± 3.9 14.7 ± 3.8 
Nocodazol 1 µM 75.4 ± 15.0 68.6 ±4.2 
 
